Direkter ex vivo Nachweis Myelin Bacis Protein (MBP)-spezifischer T-Helferzellen bei Multiple Sklerose Patienten by Holzknecht, Barbara Juliane
Aus dem Institut für Experimentelle Rheumatologie 
der Medizinischen Fakultät Charité  
der Humboldt-Universität zu Berlin  
DISSERTATION 
 
Direkter ex vivo Nachweis Myelin Basic Protein (MBP)-




Zur Erlangung des akademischen Grades  




vorgelegt der Medizinischen Fakultät Charité 






























Gutachter: 1. Prof. Dr. Andreas Radbruch 
 2. Prof. Dr. med. Dr. h. c. Thomas Krieg 
 3. Prof. Dr. med. Angela Gause 
 
 
Datum der Einreichung: 1. August 2002 





In der Pathogenese der Multiplen Sklerose (MS) wird autoantigenspezifischen proinflamma-
torischen T-Helferzellen eine entscheidende Rolle zugeschrieben. Das am meisten untersuchte 
Autoantigen ist das Myelin Basic Protein (MBP). Bisher waren zum Nachweis autoantigen-
spezifischer T-Zellen deren Kultur über Tage bis Monate unumgänglich. In dieser Arbeit wurden 
Methoden zum direkten ex vivo-Nachweis autoreaktiver T-Helferzellen etabliert, die die reaktive 
Sekretion der proinflammatorischen Zytokine Interferon γ und Tumor Nekrose Faktor α nach 
sechsstündiger Stimulation nachweisen. Die durchflusszytometrische Analyse antigenreaktiver 
Zytokinexpression in fixierten Zellen wies eine Sensitivität von 1x10-4 in mononukleären Zellen 
des peripheren Blutes (PBMC) auf. Es konnten damit bei 34 untersuchten MS-Patienten und 25 
gesunden Kontrollpersonen keine MBP-reaktiven T-Helferzellen detektiert werden, während 
sich die Reaktion auf die beiden Kontrollantigene Tetanus Toxoid und Cytomegalie Virus-
Antigen in den beiden Gruppen nicht relevant unterschied. Deshalb wurde in einer anderen 
Methode reaktiv sezerniertes Zytokin extrazellulär auf lebenden Zellen gebunden und durch 
einen anschließenden magnetischen Anreicherungsschritt die Sensitivität auf 2x10-5 erhöht. Bei 
einem von acht MS-Patienten wurde so eine Population MBP-spezifischer Zellen mit einer 
Ausgangsfrequenz von 2,15x10-5 nachgewiesen. Im Liquor von drei MS-Patienten ließen sich 
keine MBP-reaktiven proinflammatorischen T-Helferzellen detektieren. Diese Ergebnisse 
implizieren, dass die Frequenz MBP-spezifischer T-Helferzellen im peripheren Blut und im 
Liquor der meisten MS-Patienten und Kontrollpersonen geringer ist als die Sensitivität der 
etablierten Methoden, diese Zellen jedoch bei einigen Patienten in höheren Frequenzen 











Autoantigen-specific proinflammatory T-helper cells are assumed to play an important role in 
the pathogenesis of Multiple Sclerosis (MS). The most extensively studied autoantigen is 
Myelin Basic Protein (MBP). To detect autoantigen-specific T-cells, so far these had to be 
cultured for several days or months. In this work methods for the direct ex vivo detection of 
autoreactive T-helper cells have been established by detecting the reactive secretion of the 
proinflammatory cytokines Interferon γ and Tumor Necrosis Factor α after six hour stimulation. 
The flow cytometric analysis of antigen-reactive cytokine expression in fixed cells showed a 
sensitivity of 1x10-4 in peripheral blood mononuclear cells (PBMC). With this method there 
could not be detected any MBP-reactive T-helper cells in 34 MS-patients and 25 healthy 
controls, whereas the reaction after stimulation with the two control antigens Tetanus Toxoid and 
Cytomegalovirus antigen did not differ relevantly between the two groups. Therefore in another 
method the reactively secreted cytokine was bound on the surface of living cells and the 
sensitivity was then increased to 2x10-5 by following magnetic enrichment. With that, there 
could be detected a population of MBP-specific cells in one of eight MS-patients with a 
frequency of 2,15x10-5 in PBMC. There could not be found any MBP-reactive proinflammatory 
T-helper cells in the cerebrospinal fluid of three MS-patients. Our results suggest that the 
frequency of MBP-specific T-helper cells in peripheral blood and cerebrospinal fluid is below 
the employed methods’ detection limit in most MS-patients, but seldom these cells can be 





Myelin Basic Protein 
Th1-cells 





1 EINLEITUNG ...................................................................................................................1 
1.1 Immunologische Grundlagen ...........................................................................................1 
1.1.1 Funktionelle Einteilung des Immunsystems: 
Unspezifische und spezifische, zelluläre und humorale Faktoren 1 
1.1.2 Die Aktivierung von T-Zellen durch Antigene 2 
1.1.3 Zwei Untergruppen von T-Helferzellen und deren klinische Relevanz 3 
1.2 Multiple Sklerose: eine T-zellvermittelte Autoimmunerkrankung? ............................3 
1.2.1 Klinische Charakteristika 3 
1.2.2 Hinweise aus epidemiologischen Untersuchungen 4 
1.2.3 Indizien für eine Autoimmungenese der Multiplen Sklerose 5 
1.2.4 Die Pathogenese der MS ist multifaktoriell – 
viele zelluläre und humorale Faktoren sind beteiligt. 7 
1.3 Myelin Basic Protein (MBP) als mögliches Autoantigen - Stand der Forschung........9 
1.4 Die Detektion antigenspezifischer T-Zellen ..................................................................11 
2 HERLEITUNG DER AUFGABENSTELLUNG .........................................................16 
3 MATERIALIEN UND METHODEN ...........................................................................17 
3.1 Lösungen und Geräte......................................................................................................17 
3.1.1 Puffer und Medien 17 
3.1.2 Einmal-Gefäße und Geräte 17 
3.2 Zellpräparation................................................................................................................18 
3.2.1 Gewinnung von periphervenösem Blut 18 
3.2.2 Isolierung mononukleärer Zellen aus peripherem Blut (PBMC) 18 
Inhaltsverzeichnis  II 
 
3.2.3 Gewinnung von Liquorzellen 18 
3.2.4 Bestimmung der Zellzahl 18 
3.3 Fluoreszenz als Stoffeigenschaft und deren methodische Nutzung ............................19 
3.3.1 Fluoreszenzfarbstoffe 19 
3.3.2 Kopplung von Fluorochromen an Proteine 20 
3.3.3 Immunfluoreszenz 21 
3.4 in vitro-Stimulation humaner Zellen..............................................................................22 
3.4.1 Stimulationsbedingungen und -zeiten 22 
3.4.2 Kostimulation mit αCD28-Antikörpern 22 
3.4.3 Verwendete Antigene 23 
3.4.4 Stimulation einer T-Zelllinie bzw. Stimulation von Liquorzellen 24 
3.4.5 Zugabe von Brefeldin A für die intrazelluläre Zytokinfärbung 24 
3.5 Fixierung und intrazelluläre Färbung von Zytokinen.................................................24 
3.5.1 Ablösen der Zellen mit EDTA 24 
3.5.2 Lysierung, Fixierung und Permeabilisierung von Vollblut 25 
3.5.3 Fixierung und Permeabilisierung von PBMC 25 
3.5.4 Extra- und intrazelluläre Färbung von fixierten und permeabilisierten Zellen 25 
3.6 Technologie der zellulären Affinitätsmatrix: IFNγ-Sekretionsassay..........................26 
3.7 Magnetische Zellseparation............................................................................................26 
3.8 Durchflußzytometrie .......................................................................................................28 
3.9 Auswertung der durchflußzytometrisch erhaltenen Daten.........................................30 
3.10 Statistische Auswertung..................................................................................................30 
4 ERGEBNISSE .................................................................................................................31 
4.1 Etablierung der Analyse antigenreaktiver Zytokinexpression in fixierten Zellen 
mittels intrazellulärer Färbung......................................................................................31 
4.1.1 Vergleich der Vollblutstimulation mit der Stimulation von PBMC 31 
4.1.2 „Intra Assay Variabilität“ 32 
Inhaltsverzeichnis  III 
 
4.1.3 Definition des „Cut-off point“ 33 
4.1.4 Verlaufsanalyse der antigenspezifischen Zytokinantwort 34 
4.2 Etablierung des IFNγ-Sekretionsassays.........................................................................36 
4.2.1 Kinetik des IFNγ-Sekretionsassays 36 
4.2.2 Bestimmung der Rückgewinnungsrate 39 
4.2.3 Berechnung des Stimulationsindex 40 
4.3 Bestimmung der Sensitivität der verwendeten Methoden...........................................40 
4.3.1 Sensitivität der Analyse antigenreaktiver Zytokinexpression in fixierten Zellen nach 
sechsstündiger Antigenstimulation 41 
4.3.2 Sensitivität des IFNγ-Sekretionsassays mit nachfolgender magnetischer Anreicherung 
 43 
4.4 Nachweis der Aufnahme, Prozessierung und Präsentation von MBP durch 
antigenpräsentierende Zellen (APC) .............................................................................44 
4.4.1 Aufnahme von FITC-markiertem MBP durch APC 44 
4.4.2 Restimulation einer MBP-spezifischen T-Zelllinie 45 
4.4.3 Bestimmung der optimalen Stimulationskonzentration von MBP 46 
4.5 Vergleich der Analyse antigenreaktiver Zytokinexpression in fixierten T-
Helferzellen bei gesunden Probanden und MS-Patienten ...........................................47 
4.5.1 Untersuchte gesunde Probanden 48 
4.5.2 Untersuchte MS-Patienten 50 
4.5.3 Statistischer Vergleich der antigenspezifischen T-Helferzellantwort auf verschiedene 
Antigene bei Gesunden und MS-Patienten 53 
4.6 Nachweis antigenspezifischer T-Helferzellen mit dem IFNγ-Sekretionsassay ..........54 
4.6.1 Untersuchte MS-Patienten 54 
4.6.2 Nachweis geringer Frequenzen MBP-spezifischer T-Helferzellen 55 
4.7 Untersuchung von Liquorzellen.....................................................................................59 
5 DISKUSSION ..................................................................................................................61 
Inhaltsverzeichnis  IV 
 
5.1 Optimierung der Analyse antigenreaktiver Zytokinexpression in fixierten Zellen 
mittels intrazellulärer Färbung......................................................................................61 
5.2 Der IFNγ-Sekretionsassay zum Nachweis lebender antigenspezifischer T-
Helferzellen ......................................................................................................................63 
5.3 Sensitivität der verwendeten Methoden ........................................................................64 
5.3.1 Theoretischer Hintergrund 64 
5.3.2 Bestimmung der Sensitivität mit Hilfe einer Verdünnungsreihe 66 
5.4 Das Autoantigen MBP kann von APC des peripheren Blutes aufgenommen, 
prozessiert und präsentiert werden. ..............................................................................67 
5.5 Analyse IFNγ- und TNFα-exprimierender T-Helferzellen nach Stimulation mit 
einem Impf- und einem viralen Kontrollantigen..........................................................68 
5.5.1 Die T-Helferzellantwort auf die Antigene TT und CMV unterscheidet sich nicht 
zwischen MS-Patienten und Gesunden. 68 
5.5.2 Klinische Untergruppen der MS-Patienten weisen tendenzielle Unterschiede in der 
antigenspezifischen T-Helferzellantwort auf. 68 
5.6 MBP-spezifische Th1-Zellen lassen sich im peripheren Blut nicht oder nur in sehr 
geringen Frequenzen nachweisen. .................................................................................69 






ERKLÄRUNG AN EIDES STATT...........................................................................................88 





APC Antigenpräsentierende Zellen 
CD Cluster of Differentiation 
CFDA-SE Carboxyfluorescein Diacetat-Succinimidyl Ester 
CFSE Carboxyfluorescein-Succinimidyl Ester 
CMV Cytomegalie Virus Antigen 
DNA Desoxyribonukleinsäure 
EAE Experimentelle Autoimmunenzephalomyelitis 
EDTA Äthylendiamintetraessigsäure 
ELISPOT Enzyme-linked immunospot assay 









LDA Limiting Dilution Assay 
Lf Limes flocculation 
MACS Magnetische Zellsortierung 
MBP Myelin Basic Protein 
MHC Haupthistokompatibilitätskomplex 
mRNA Messenger-Ribonukleinsäure 
MS Multiple Sklerose 
PBMC Mononukleäre Zellen des peripheren Blutes 
PBS Phosphatgepufferte Salzlösung 
PBS-BSA PBS mit Rinderserum-Albumin 
PBS-BSA-Azid PBS-BSA mit Natriumazid 





PPMS Primär Progrediente Multiple Sklerose 
RRMS Rezidivierend Remittierende Multiple Sklerose 
SD Standardabweichung 
SEB Staphylococcus Enterotoxin B 
SI Stimulationsindex 
SPMS Sekundär Progrediente Multiple Sklerose 
SSC Seitwärtsstreulicht 
TCR T-Zellrezeptor 
TNF Tumor Nekrose Faktor 
TT Tetanus Toxoid 
VC Variabilitätskoeffizient 
x  Arithmetischer Mittelwert 
ZNS Zentralnervensystem 
Einleitung  1 
1 Einleitung 
1.1 Immunologische Grundlagen 
1.1.1 Funktionelle Einteilung des Immunsystems: 
Unspezifische und spezifische, zelluläre und humorale Faktoren 
Das Immunsystem hat sich im Laufe der Evolution als körpereigene Abwehr gegen Mikroorga-
nismen, Fremdstoffe und maligne Zellen entwickelt. Dieser Schutz ist hochspezifisch für die 
verschiedenen abzuwehrenden Strukturen. 
 
Wichtige Organe des Immunsystems sind die primären lymphatischen Organe Thymus und 
Knochenmark sowie die sekundären lymphatischen Organe Milz, Lymphknoten und das 
Mukosa-assoziierte lymphatische Gewebe. Auf zellulärer Ebene wird die Immunantwort vor 
allem von Leukozyten getragen, die nicht nur in den lymphatischen Organen zirkulieren, sondern 
fast alle Organe des menschlichen Körpers erreichen. Auf der Zelloberfläche von Leukozyten 
befinden sich Differenzierungsantigene, die sogenannten „cluster of differentiation“ (CD-
Antigene). Mit Hilfe dieser Oberflächenmarker, die durch monoklonale Antikörper identifiziert 
werden können, lassen sich die verschiedenen Leukozyten-Subpopulationen differenzieren. 
 
Man unterscheidet das angeborene, unspezifische Immunsystem von der erworbenen, spezifi-
schen Abwehr, wobei diese beiden funktionellen Einheiten synergistisch zusammenarbeiten. 
 
Die angeborene Immunantwort wird als unspezifisches Immunsystem bezeichnet, da sie zu-
nächst unabhängig vom abzuwehrenden Erreger agiert. Neben physikalischen und chemischen 
Barrieren wie z.B. dem Säureschutzmantel der Haut, besteht dieses System aus einer humoralen 
und einer zellulären Komponente. Die humorale Ebene wird vom Komplementsystem und ande-
ren löslichen Faktoren wie z.B. Lysozym, Interferonen und Akutphaseproteinen gebildet. Die 
zelluläre Komponente besteht aus dem Monozyten-Makrophagensystem, Granulozyten und 
Natürlichen Killerzellen, die zudem ein Bindeglied zwischen unspezifischem und spezifischem 
Immunsystem darstellen. 
 
Das erworbene Immunsystem zeichnet sich durch die Fähigkeit aus, Antigene bei mehrfachen 
Kontakten wiederzuerkennen und dadurch schneller und effektiver bekämpfen zu können. 
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T- und B-Lymphozyten bilden die zelluläre Grundlage dieses Systems und können mit ihren 
Antigenrezeptoren hochspezifisch bestimmte Strukturen erkennen. Die Basis dieser Vielfalt 
bildet das sogenannte „Genrearrangement“: Die genetische Information zur Bildung der 
Antigenrezeptoren ist auf mehrere Genabschnitte verteilt, die jeweils in vielen verschiedenen 
Varianten vorliegen. Während der Zellreifung wird das Gen dann durch Verknüpfung je einer 
Variante der verschiedenen Genabschnitte zusammengefügt. Nach Antigenkontakt können 
B- und T-Zellen klonal expandieren und so ein immunologisches Gedächtnis ausbilden. 
 
B-Lymphozyten stellen die humorale Komponente dieses spezifischen Immunsystems dar, sie 
bilden und sezernieren antigenspezifische Immunglobuline (Antikörper) verschiedener Isotypen. 
Die zelluläre spezifische Immunantwort wird von T-Lymphozyten getragen, deren gemeinsames 
Merkmal die Expression von Proteinen des CD3-Komplex ist. Dieser beinhaltet unter anderem 
den Antigenrezeptor, der die Spezifität der T-Zellen ausmacht. T-Zellen erkennen mit Hilfe die-
ses T-Zellrezeptors (TCR) Fremdantigene, wenn diese von antigenpräsentierenden Zellen (APC) 
nach Internalisierung und Prozessierung als Peptidfragmente in Haupthistokompatibilitäts-
komplex (MHC)-Molekülen präsentiert werden. 
1.1.2 Die Aktivierung von T-Zellen durch Antigene 
Man unterscheidet zwei Hauptgruppen von T-Zellen: CD8+-Zellen erkennen Antigenpeptide in 
Assoziation mit MHC-Klasse-I-Molekülen. Sie bilden in erster Linie eine Abwehr gegen virusin-
fizierte und maligne entartete Zellen. Die Abwehr bakterieller Antigene wird hauptsächlich 
durch CD4+-Zellen (T-Helferzellen) gewährleistet, die Antigenpeptide erkennen, die in MHC-
Klasse-II-Molekülen präsentiert werden. 
 
Die Aktivierung von T-Zellen erfolgt durch Bindung des TCR an ein MHC-Molekül und das 
darin präsentierte Antigenpeptid. Dieser trimolekulare Komplex allein ist jedoch nicht ausrei-
chend, um die T-Zelle zu aktivieren. Neben dem CD4- bzw. CD8-Molekül, das die Bindung ver-
stärkt, sind weitere kostimulatorische Signale durch Adhäsions- und akzessorische Moleküle 
notwendig. Das wichtigste dieser kostimulatorischen Signale ist die Bindung des T-Zelloberflä-
chenmoleküls CD28 an die membranständigen Rezeptoren B7-1 (CD80) und B7-2 (CD86) der 
professionellen antigenpräsentierenden Zellen Makrophagen, B-Zellen und dendritischen Zellen. 
Die Signaltransduktion der T-Zellaktivierung wird durch Enzyme, die mit der intrazellulären 
Domäne des TCR und anderen Molekülen assoziiert sind, initiiert. Sie führt schließlich zur 
Genaktivierung und Transkriptionsregulation im Zellkern. Daraus folgt unter anderem die 
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verstärkte Expression von Kernbindungsproteinen, Aktivierungsantigenen und Zytokinen. Die 
Sekretion des Wachstumsfaktors Interleukin-2 (IL-2) führt daraufhin zur klonalen Expansion 
antigenspezifischer T-Zellen. 
1.1.3 Zwei Untergruppen von T-Helferzellen und deren klinische Relevanz 
T-Helferzellen werden anhand der von ihnen sezernierten Zytokine in die funktionellen Unter-
gruppen Th1 und Th2 unterteilt. Diese Unterscheidung wurde zunächst an T-Zellklonen im 
murinen System beschrieben (Mosmann et al., 1986) und später auf humane CD4+-Zellen 
übertragen (Romagnani, 1991). Th1-Zellen zeichnen sich durch Sekretion des Zytokins 
Interferon-γ (IFNγ) aus und führen zu ausgeprägten Entzündungsvorgängen. Th2-Zellen 
sezernieren überwiegend Interleukin-4 (IL4) und regen B-Zellen zur Bildung von Antikörpern 
an. Einfluß auf die Differenzierung einer gemeinsamen Vorläuferzelle in Richtung Th1 oder Th2 
haben verschiedene Faktoren wie das Zytokinmilieu, die Antigenkonzentration und die Art und 
Weise der Kostimulation (Abbas et al., 1996). Die Unterteilung menschlicher T-Helferzellen in 
die Subpopulationen Th1 und Th2 ist jedoch nicht als strikte Trennung in zwei Populationen zu 
verstehen. Th1- und Th2-Zellen stellen vielmehr Extremwerte einer Vielzahl von Populationen 
mit fließenden Übergängen dar (Kelso, 1995; Prussin, 1997). 
 
Bei bestimmten Krankheitsgruppen lassen sich charakteristische Zytokinmuster nachweisen, die 
Hinweise auf ein Überwiegen einer der beiden Subpopulationen geben (O’Shea, 2002). Während 
ein Ungleichgewicht zu Gunsten der Th2-Zellen bei atopischen Erkrankungen (Maggi et al., 
1991) gefunden wurde, wird ein Überwiegen der proinflammatorischen Th1-Antwort für die 
Pathogenese einiger, überwiegend organspezifischer Autoimmunerkrankungen verantwortlich 
gemacht (van der Graaff et al., 1998; Singh et al., 1999; Morahan et al., 2001). 
1.2 Multiple Sklerose: 
eine T-zellvermittelte Autoimmunerkrankung? 
1.2.1 Klinische Charakteristika 
Die Bezeichnung Multiple Sklerose (MS) und ihr Synonym Encephalomyelitis disseminata be-
schreiben die wichtigsten Charakteristika dieser Krankheit: MS ist eine inflammatorische Ent-
markungserkrankung des Zentralnervensystems (ZNS), die mit einer Bindegewebsvermehrung 
einhergeht. Die Krankheit tritt sowohl zeitlich als auch örtlich disseminiert auf, d.h. sie verläuft 
in den meisten Fällen schubförmig und manifestiert sich in einer multifokalen Symptomatik. 
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Die Markscheiden (Myelinscheiden) der Nervenzellfortsätze (Axone) werden im ZNS von 
Oligodendrozyten gebildet und gewährleisten eine hohe Leitgeschwindigkeit der elektrischen 
Potentiale. Die Symptomatik der MS wird bei intaktem Axon vermutlich durch eine herabge-
setzte Nervenleitgeschwindigkeit hervorgerufen, die Folge der Entmarkung (Demyelinisierung) 
ist. 
 
Die Diagnose der MS wird anhand der Anamnese, der klinisch neurologischen Untersuchung, 
paraklinisch nachgewiesener Läsionen und des Liquorbefundes gestellt. Je nach der Anzahl der 
räumlich und zeitlich disseminiert nachgewiesenen Entmarkungsherde unterscheidet man die 
Bezeichnungen „sichere“ und „wahrscheinliche“ MS (Poser et al., 1983; Poser et al., 2001). 
Neben der am häufigsten vorkommenden schubförmigen Verlaufsform (Rezidivierend 
Remittierende MS (RRMS)) gibt es chronisch verlaufende MS-Formen. Geht eine RRMS in 
einen sich chronisch verschlechternden Zustand über, spricht man von Sekundär Progredienter 
MS (SPMS), während die von Beginn an chronisch verlaufende Form als Primär Progrediente 
MS (PPMS) bezeichnet wird. 
1.2.2 Hinweise aus epidemiologischen Untersuchungen 
Das Manifestationsalter der MS liegt meist zwischen dem 20. und 40. Lebensjahr; Frauen sind 
ungefähr doppelt so häufig betroffen wie Männer. 
 
MS gehört zu den epidemiologisch meist untersuchtesten Erkrankungen (Weinshenker, 1996). 
Aus diesen Studien ergeben sich Hinweise auf eine genetische Anfälligkeit für MS. Verwandte 
von MS-Patienten zeigen ein erhöhtes Risiko, an MS zu erkranken. Zwillingsuntersuchungen 
haben gezeigt, dass eineiige Zwillinge mit einer Konkordanzrate von ca. 30% eine ungefähr sie-
benfach höhere Erkrankungswahrscheinlichkeit haben als zweieiige Zwillinge (Sadovnik et al., 
1993). Ebenso weisen verschiedene ethnische Gruppen unterschiedliche Prävalenzen auf (Ebers 
et al., 1994). 
 
Daneben gibt es Anhaltspunkte für die Beteiligung eines Umweltfaktors. So ist die starke Diffe-
renz der Prävalenzen in Abhängigkeit der geographischen Lage auffällig: Um den Äquator 
beträgt sie 1:100 000, in Nordeuropa und -amerika 50:100 000. Migrationsstudien zeigten, dass 
das Risiko, an MS zu erkranken, vom Aufenthaltsort bis zum 15. Lebensjahr abhängig ist. 
Erwachsene Auswanderer tragen das Erkrankungsrisiko des Ortes, an dem sie bis zur Pubertät 
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aufgewachsen sind (Alter et al., 1966). Dies spricht für die Existenz eines Umweltfaktors, der 
schon in der Kindheit Einfluss auf das spätere Erkrankungsrisiko nimmt. 
1.2.3 Indizien für eine Autoimmungenese der Multiplen Sklerose 
Autoimmunerkrankungen sind Krankheiten, in denen das Immunsystem körpereigene Strukturen 
nicht als „Selbst“ erkennt und sie daher als „Fremd“ bekämpft. Selektionsmechanismen während 
der T-Zellreifung im Thymus verhindern normalerweise das Übertreten autoreaktiver T-Zellen in 
die Peripherie, es entsteht die sogenannte zentrale Toleranz. Auch nach der T-Zellreifung gibt es 
Mechanismen, die potentielle selbstreaktive Zellen „ausmustern“ – diese Vorgänge bilden die 
periphere Toleranz. 
 
Es gibt im wesentlichen drei Hinweise, die für eine Autoimmungenese der MS sprechen: erstens 
die im Tiermodell gezeigte T-zellvermittelte Pathogenese, zweitens die Assoziation der MS mit 
bestimmten HLA-Typen und schließlich der Erfolg immunmodulatorischer Therapien bei MS. 
Im Tiermodell lässt sich durch Übertragung autoreaktiver T-Helferzellen ein der MS 
ähnliches Krankheitsbild induzieren. 
In Nagetieren und auch Primaten kann durch Injektion von Hirnhomogenat, gereinigten Myelin-
komponenten oder deren immundominanten Peptiden Experimentelle Autoimmunenzephalo-
myelitis (EAE), ein der MS ähnliches Krankheitsbild, induziert werden (Wekerle, 1993). 
Aktivierte T-Zellen eines solchen immunisierten Tieres wiederum können die Erkrankung auf 
gesunde Tiere übertragen (Ben-Nun et al., 1981; Pettinelli et al., 1981) - ein Hinweis auf die 
T-Zell-vermittelte Pathogenese dieser Erkrankung. 
Keines der EAE-Modelle stellt jedoch alle klinischen und immunologischen Aspekte der Krank-
heit MS dar. Daraus ergibt sich die Frage, inwieweit EAE als Modell der humanen Demyelini-
sierungserkrankung eingesetzt werden kann. Vielmehr erscheint es angemessen zu fragen, 
welches der verschiedenen EAE-Modelle als Erklärung für welchen Aspekt der in sich sehr 
heterogenen Krankheit MS dienen kann (Wekerle et al., 1994; Petry et al., 2000). 
Multiple Sklerose ist mit bestimmten HLA-Allelen assoziiert. 
Das Humane Leukozyten Antigen (HLA)-System (= Haupthistokompatibilitätskomplex (MHC)-
System) ist ein komplexes, kodominant vererbtes System von Gewebeantigenen. Es zeichnet 
sich durch einen ausgeprägten genetischen Polymorphismus aus, d.h. es existiert eine Vielzahl 
verschiedener HLA-Phänotypen. Bestimmte HLA-Konstellationen gehen mit einer erhöhten 
Krankheitsempfänglichkeit für gewisse Autoimmunkrankheiten einher. Vom HLA-Phänotyp ist 
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abhängig, welches Peptid eines Proteins von APC präsentiert wird und die dafür spezifischen 
T-Helferzellen aktiviert. So ist es vorstellbar, dass nur bei einem bestimmten HLA-Typ (bei der 
MS z.B. HLA-DR2) autoreaktive T-Zellen aktiviert werden, weil sie das präsentierte Peptid 
erkennen, während bei einem anderen HLA-Typ (hier: HLA-DRx) ein Peptid präsentiert wird, 









Abbildung.1-1: Bedeutung des HLA-Typs für die Peptidpräsentation von Autoantigenen. Individuen 
unterschiedlichen HLA-Typs präsentieren verschiedene Peptide des Autoantigens. Eine spezifische T-Zelle erkennt 
in diesem Fall nur das im Kontext von HLA-DR2 präsentierte Peptid, während das von einem anderen HLA-Typ 
(HLA-DRx) präsentierte Peptid nicht erkannt wird. 
 
MS ist assoziiert mit dem DR2-Allel des HLA-Klasse-II-Antigens. Das Allel findet sich bei 55% 
der MS-Patienten im Vergleich zu nur 28% bei Gesunden (Sherrit et al., 1992). 
In der Therapie der Multiplen Sklerose kommen immunmodulatorische Medikamente zum 
Einsatz. 
Der Erfolg immunmodulatorischer Therapien spricht dafür, dass eine pathogene Immunantwort 
für das Entstehen der MS eine Rolle spielt. Es wurde gezeigt, dass hochdosierte Kortikosteroide 
in der Therapie des akuten MS-Schubes eine schnellere Remission erreichen (Miller et al., 
2000). IFNβ-Therapie bewies dagegen ein Herabsetzten der Schubfrequenz und wird als 
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Langzeittherapie eingesetzt (The IFNβ Multiple Sclerosis Study Group, 1993). Das Immun-
suppressivum Azathioprin zeigte ebenfalls eine Wirksamkeit in Form einer niedrigeren 
Schubfrequenz (Yudkin et al., 1991; Palace et al., 1997). 
1.2.4 Die Pathogenese der MS ist multifaktoriell – 
viele zelluläre und humorale Faktoren sind beteiligt. 
Die Pathogenese der MS ist bis heute nicht eindeutig geklärt. Bisher ist keine spezifische 
Immunantwort gegen ein oder mehrere Autoantigene eindeutig als Ursache für die Entstehung 
dieser Krankheit identifiziert worden. Vielmehr handelt es sich nach dem derzeitigen Stand der 
Forschung um Pathomechanismen, an denen eine Vielzahl zellulärer und humoraler Faktoren 
beteiligt sind (Hohlfeld et al., 1995; Martin et al., 1998; Stinissen et al., 1998; Martino et al., 
1999). Als Autoantigene werden Myelinkomponenten, aber auch andere Strukturen wie zum 
Beispiel Hitzeschockproteine diskutiert (Schmidt, 1999). 
Histologische Charakterisierung der MS-Läsionen im ZNS 
Aufschluss über die an der Pathogenese beteiligten Faktoren geben zunächst histopathologische 
Untersuchungen der ZNS-Entmarkungherde aus Autopsie- und Biopsie-Material. MS-Läsionen 
zeichnen sich durch drei Merkmale aus: Entzündung, Demyelinisierung und gliale Narben-
bildung. Die nähere Untersuchung der Läsionen spricht für eine T-Zell-dominierte Pathogenese 
der entzündlichen Demyelinisierung mit zusätzlicher Beteiligung von Antikörpern. Neben einer 
perivaskulären Infiltration von Lymphozyten und Makrophagen finden sich allgemeine Ent-
zündungszeichen. So konnte eine erhöhte Expression von Adhäsionsmolekülen (Dore-Duffy et 
al., 1993), MHC-Molekülen (Traugott, 1987; Dore-Duffy et al., 1993) und proinflammatorischen 
Zytokinen (Hofman et al., 1989; Woodroofe et al., 1993) gezeigt werden. Anhand der in 
Makrophagen nachgewiesenen Myelindegradationsprodukte und der von Makrophagen expri-
mierten Aktivierungsmarker lassen sich MS-Läsionen in früh-, spät- und inaktive Herde einteilen 
(Lucchinetti et al., 1996). Es wird allgemein angenommen, dass dieser chronisch entzündliche 
Prozess für die Zerstörung der Myelinscheiden verantwortlich ist, obwohl dies bisher nicht ein-
wandfrei bewiesen werden konnte (Lassmann et al., 1995). Die Heterogenität der Läsionen 
unterschiedlicher Patienten, nicht jedoch innerhalb eines Patienten geben Hinweise auf eventuell 
verschiedenartige zugrunde liegende Pathomechanismen (Lucchinetti et al., 2000; Ludwin, 
2000). 
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Charakterisierung der Liquorbefunde von MS-Patienten 
Die einfachste Möglichkeit, ZNS-nahes Material von MS-Patienten zu untersuchen, ist die 
Liquorpunktion, die auch entscheidende diagnostische Bedeutung hat. Im Liquor cerebrospinalis 
von MS-Patienten findet sich eine mäßig erhöhte Zellzahl bis ca. 50/µl, wobei es sich vor-
wiegend um Lymphozyten und Monozyten handelt. Aus dem Liquor von MS-Patienten wurden 
autoreaktive T-Helferzellen gegen verschiedene Myelinkomponenten isoliert. Es konnten zwar 
keine Antikörper gegen diese Myelinkomponenten gefunden werden, jedoch antikörperbildende 
Zellen (Olsson et al.(1), 1990; Sun et al., 1991; Link et al., 1992). Bei den meisten Patienten lässt 
sich eine intrathekale IgG-Produktion nachweisen, bei 95% sind in der isoelektrischen Fokus-
sierung oligoklonale Banden sichtbar (Olsson, 1994). Des weiteren wurden erhöhte TNFα-
Spiegel im Liquor von MS-Patienten im Schub und Korrelation der TNFα-Spiegel mit dem 
Ausmaß der Blut-Hirn-Schrankenstörung gezeigt (Sharief et al., 1992). 
Charakterisierung der Befunde im peripheren Blut 
Aus peripherem Blut von MS-Patienten konnten autoantigenspezifische T-Helferzellen isoliert 
werden. Diese wurden jedoch auch bei gesunden Probanden gezeigt. Zunächst wurden T-Helfer-
zellen nachgewiesen, die die Hauptkomponente des Myelins, das Myelin Basic Protein (MBP) 
erkennen (Allegretta et al., 1990). Später folgte die Untersuchung von reaktiven Zellen gegen 
andere Myelinkomponenten (Sun et al., 1991; Zhang et al., 1993; Bernard et al., 1997), sowie 
Nicht-Myelinantigene wie zum Beispiel Hitzeschockproteine (van Noort et al., 1995). 
Nach polyklonaler Stimulation von Makrophagen und T-Zellen aus peripherem Blut konnten 
einige Autoren bei MS-Patienten eine erhöhte Produktion von Th1-Zytokinen feststellen und die 
Zytokinproduktion mit Krankheitsaktivität und Therapieerfolg korrelieren (Beck et al., 1988; 
Comabella et al., 1998; Becher et al., 1999). Andere Studien konnten dies jedoch nicht bestätigen 
(van Oosten et al., 1998; Durán et al., 2001). 
Versuch der Zusammenfassung der pathogenetisch relevanten Ereignisse 
Es gibt unterschiedliche Hypothesen, die versuchen, die histo- und immunopathologischen 
Befunde zu einem einheitlichen Bild zusammenzufügen. Abbildung 1-2 zeigt ein mögliches 
Modell der Pathogenese der MS: In der Peripherie werden autoreaktive T-Helferzellen aktiviert. 
Vorstellbare Mechanismen dafür sind die Quervernetzung von T-Zellrezeptoren und MHC-
Molekülen durch Superantigene, Kreuzreaktivität mit anderen Antigenen oder ein verändertes 
Zytokinmilieu. Aktivierte Lymphozyten können dann die Blut-Hirn-Schranke passieren und 
durch Autoantigene reaktiviert werden. Es wird angenommen, dass die nachfolgende Entzün-
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Abbildung 1-2: Schema der Pathogenese der Multiplen Sklerose. In der Peripherie werden autoreaktive 
T-Helferzellen durch verschiedene Mechanismen, wie z. B. Superantigene, Kreuzreaktivität oder Veränderungen im 
Zytokinmilieu, aktiviert. Sie können dann die Blut-Hirn-Schranke passieren und lösen nach Reaktivierung durch 
Autoantigene im ZNS eine Entzündungsreaktion aus, die schließlich zur Demyelinisierung führt. 
 
Zusammenfassend lässt sich aus all diesen Ergebnissen schließen, MS sei eine Erkrankung 
autoimmunologischer Genese, die durch Umwelteinflüsse während der Kindheit in genetisch 
empfänglichen Individuen ausgelöst wird. 
1.3 Myelin Basic Protein (MBP) als mögliches Autoantigen - 
Stand der Forschung 
MBP ist mit ca. 30% des Myelintrockengewichts die Hauptkomponente der Markscheiden im 
menschlichen ZNS. Neben drei splicing-Varianten sind strukturell verwandte Isoformen bekannt, 
die auch außerhalb des ZNS, vorwiegend in Thymus und Lymphgewebe, exprimiert werden 
(Zelenika et al., 1993). MBP ist das am meisten untersuchte potentielle Autoantigen bei MS. 
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Neben der Erforschung der pathogenetischen Relevanz dieses potentiellen Autoantigens gibt es 
mehrere Ansätze zur therapeutischen Anwendung MBP-verwandter Peptide oder Proteine. Das 
ursprünglich zur Induktion der EAE entwickelte polymere MBP-Analogon Copolymer I zeigte 
eine unerwartete protektive Wirkung und wird heute als Rezidivprophylaxe eingesetzt (Gran et 
al., 2000, Neuhaus et al., 2001). Daneben wurden klinische Studien zur Wirksamkeit von soge-
nannten „altered peptide ligands“ durchgeführt (Kappos et al., 2000; Bielekova et al., 2000). 
Diese synthetisch hergestellten Peptide unterscheiden sich durch wenige Aminosäuresubsti-
tutionen von einem als immundominant beschriebenen MBP-Peptid. Es wird diskutiert, dass sie 
die Aktivierung MBP-spezifischer T-Helferzellen modulieren. Beide Studien wurden jedoch 
abgebrochen – die eine wegen auftretenden Hypersensibilitätsreaktionen, die andere, weil einige 
Patienten eine erhöhte Schubfrequenz aufwiesen. Bielekova et al. zeigten bei einem Teil dieser 
Patienten mit häufigeren Schüben eine Expansion proinflammatorischer T-Helferzellen, die 
spezifisch für die „altered peptide ligands“ und MBP waren. Dies ist ein Hinweis auf die 
pathogenetische Relevanz MBP-spezifischer T-Zellen. Daneben zeigen diese Studien, dass die 
Wirkmechanismen der „altered peptide ligands“ bei weitem nicht vollständig verstanden sind. 
Unterscheiden sich MBP-spezifische T-Helferzellen von MS-Patienten und Gesunden? 
MBP-spezifische T-Helferzellen sind Bestandteil des T-Zellrepertoires sowohl von MS-
Patienten als auch von Gesunden. Es stellt sich also die Frage, inwiefern sich diese Immun-
antwort bezüglich der Frequenz, des Phänotyps oder des Aktivierungsstatus unterscheidet. 
 
Mehrere Studien haben die relativen Häufigkeiten (Frequenzen) MBP-spezifischer T-Helfer-
zellen ermittelt. Einige konnten erhöhte Häufigkeiten bei MS-Patienten nachweisen (Chou et al., 
1992; Lodge et al., 1996), während sich die Frequenzen in anderen Studien nicht signifikant 
unterschieden (Zhang et al., 1992; Tejada-Simon et al., 2001). Es weisen mehrere Ergebnisse 
darauf hin, dass MBP-spezifische T-Helferzellen bei MS-Patienten im Gegensatz zu Gesunden 
bereits in vivo aktiviert wurden und klonal expandiert sind: Allegretta et al. untersuchten 1990 
die Mutationshäufigkeit eines Markergens bei MBP-spezifischen T-Zelllinien von MS-Patienten 
und Gesunden und fanden vermehrt Mutationen bei Linien von Patienten. Geht man davon aus, 
dass bei häufigerer Zellteilung vermehrt Zufallsmutationen auftreten, ist dies ein Hinweis auf 
eine klonale Expansion in vivo bei MS-Patienten. Die Aktivierung MBP-spezifischer T-Zellen 
von MS-Patienten scheint weniger abhängig vom kostimultorischen CD28/B7-Signal zu sein als 
die Aktivierung anderer antigenspezifischer T-Helferzellen (Lovett-Racke et al., 1997; Scholz et 
al., 1998). Zang et al. zeigten 1999, dass MBP-reaktive, Apoptose-sensitive Zellen bei MS-
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Patienten in vivo persistieren. Dies könnte bedeuten, dass sie der peripheren Toleranz entgehen. 
Die Frage, ob MBP-spezifische T-Helferzellen im peripheren Blut vorwiegend naive oder 
Gedächtniszellen sind, wird kontrovers diskutiert: Es gibt Arbeiten, die die Zugehörigkeit dieser 
Zellen zum Gedächtnispool, d.h. der CD45RO-exprimierenden Zellen, zeigten (Bielekova et al., 
1999; Burns et al., 1999), während eine andere Gruppe die Herkunft MBP-spezifischer 
T-Zelllinien vorwiegend aus CD45RA+ naiven Zellen zeigte (Muraro et al., 2000). 
 
Zusammenfassend lässt sich also sagen, dass es Hinweise auf eine in vivo Aktivierung MBP-
spezifischer T-Helferzellen bei MS-Patienten gibt, was für deren pathogenetische Relevanz 
spricht. All diese Erkenntnisse wurden jedoch aus Experimenten an MBP-spezifischen T-Zell-
linien oder -klonen gewonnen. Durch die lange in vitro Kultivierung sind daraus nur 
eingeschränkt Rückschlüsse auf in vivo Verhältnisse möglich. Es bleibt also zu zeigen, inwieweit 
diese Ergebnisse durch ex vivo Untersuchungen bestätigt werden können. 
Es gibt Hinweise auf ein Überwiegen proinflammatorischer MBP-spezifischer CD4+-Zellen. 
Das Zytokinprofil MBP-spezifischer CD4+-Zellen ist heterogen, es zeigt sich jedoch eine Ten-
denz in Richtung proinflammatorischer Zytokine (Vandevyver et al., 1998). In einigen Studien 
konnte auch eine verstärkte Th1-Zytokinsekretion bei MS-Patienten im Vergleich zu Gesunden 
nachgewiesen werden (Tejada-Simon et al., 2001; Rohowsky-Kochan et al., 2000). 
1.4 Die Detektion antigenspezifischer T-Zellen 
Die Untersuchung antigenspezifischer T-Zellen ist problematisch, da die Frequenz der T-Zellen, 
die für ein bestimmtes Antigen spezifisch sind, gering ist. Die verwendeten Methoden müssen 
also eine hohe Sensitivität aufweisen. 
 
Grundsätzlich kann man die Antigenspezifität von T-Zellen entweder strukturell oder funktionell 
nachweisen. Strukturell bezeichnet den direkten Nachweis des antigenspezifischen T-Zellrezep-
tors. Bei einer funktionellen Analyse wird dagegen nach Antigenstimulation die reaktive 
Aktivierung der T-Zellen, zum Beispiel anhand der Zytokinsekretion oder Proliferation, nach-
gewiesen. Die Vor- und Nachteile dieser Methoden liegen auf der Hand: Die strukturelle 
Analyse weist alle antigenspezifischen T-Zellen nach, sagt aber nichts über deren Funktionalität 
aus. Bei der funktionellen Analyse werden hingegen nur diejenigen Zellen detektiert, die auf die 
Antigenstimulation mit eben der nachgewiesenen Reaktion antworten. 
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Zur strukturellen Analyse beschrieben Altman et al. 1996 erstmals die Verwendung von MHC-
Peptid-Komplexen, mit deren Hilfe antigenspezifische TCR durchflußzytometrisch detektiert 
werden können. Zum Einsatz dieser Methode bedarf es jedoch zum einen rekombinanter MHC-
Moleküle des jeweiligen HLA-Typs und zum anderen definierte Peptide des Antigens. Diese 
Methode wird für CD8+-Zellen bereits angewandt, während es für die Untersuchung von CD4+-
Zellen noch technische Probleme zu überwinden gilt. 
 
Als funktioneller Nachweis antigenspezifischer T-Helferzellen dient seit langer Zeit die Detek-
tion reaktiver Proliferation nach Antigenstimulation. Proliferation bzw. DNA-Synthese können 
durch den Einbau radioaktiv- oder fluoreszenzmarkierter Substanzen detektiert werden. Dafür ist 
jedoch zumindest eine fünftägige Kultur der Zellen notwendig. Das heißt, eine direkte ex vivo 
Detektion spezifischer T-Zellen ist auf diesem Wege nicht möglich. 
 
Eine weitere Möglichkeit des funktionellen Nachweises antigenspezifischer T-Zellen ist die 
Detektion reaktiv exprimierter Zytokine nach Antigenstimulation. Die Durchflußzytometrie 
bietet hier die Möglichkeit, Zytokinexpression sowie Koexpression anderer Moleküle auf 
Einzelzellebene zu untersuchen. Die exprimierten Zytokine werden mit monoklonalen 
fluoreszenzmarkierten Antikörpern detektiert. Der Nachweis spezifischer T-Zellen durch die 
Analyse antigenreaktiver Zytokinexpression mittels intrazellulärer Färbung in fixierten Zellen 
wurde 1998 etabliert und von der gleichen Arbeitsgruppe hinsichtlich der optimalen Kostimula-
tion und Stimulationszeiten in den folgenden Jahren weiter optimiert (Suni et al., 1998; Waldrop 
et al., 1998; Nomura et al., 2000). Nach sechsstündiger Antigenstimulation mit Zugabe des 
Sekretionsinhibitors Brefeldin A werden die Zellen fixiert und permeabilisiert. Anschließend 
können mit fluoreszenzmarkierten Antikörpern intrazellulär die reaktiv exprimierten Zytokine 
gefärbt werden. Zudem werden auf der Zelloberfläche der T-Helferzellmarker CD4 und der Ak-
tivierungsmarker CD69 angefärbt (Abb. 1-3). 
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Durchflußzytometrische Auswertung: 
Darstellung der aktivierten 
zytokinexprimierenden 





























Abbildung 1-3: Prinzip der Analyse antigenreaktiver Zytokinexpression mittels intrazellulärer Zytokin-
färbung. Nach sechsstündiger Antigenstimulation werden die Zellen fixiert, permeabilisiert und mit 
fluoreszenzmarkierten Antikörpern gegen den T-Helferzellmarker CD4 und den Aktivierungsmarker CD69, sowie 
intrazellulär gegen die Zytokine IFNγ und TNFα gefärbt. In der Auswertung werden zunächst CD4+-Lymphozyten 
eingegrenzt und diese dann bezüglich der Aktivierung und Zytokinexpression ausgewertet. Die IFNγ+CD69+-Zellen 
repräsentieren eine antigenspezifische T-Helferzellpopulation. 
 
Ein Nachteil der intrazellulären Zytokinfärbung ist die erforderliche Fixierung und Permeabili-
sierung der Zellen. Die Detektion sezernierter Zytokine mit Hilfe einer membrangebundenen 
Fangmatrix (Manz et al, 1995; Brosterhus et al., 1999) erlaubt dagegen den Zytokinnachweis auf 
lebenden Zellen. Die Grundlage dieses IFNγ-Sekretionsassays bildet ein bivalenter Antikörper, 
dessen eine Bindungsstelle für das auf allen Leukozyten exprimierte Oberflächenantigen CD45 
spezifisch ist. Die andere Bindungsstelle erkennt ein Epitop des Zytokins IFNγ. Dieser Anti-
körper bildet eine Fangmatrix auf der Zelloberfläche, die dann die während der Sekretionsphase 
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von der Zelle sezernierten IFNγ-Moleküle „einfängt“. Mit einem zweiten Antikörper, der ein 
weiteres Epitop des IFNγ-Moleküls erkennt und mit dem Fluorochrom PE markiert ist, werden 
die IFNγ-sezernierenden Zellen dann angefärbt (Abb. 1-4).  
 
 













Abbildung 1-4: Prinzip des IFNγ-Sekretionsassays. Nach sechsstündiger Antigenstimulation werden die Zellen 
mit einem bivalenten αCD45αIFNγ-Antikörper inkubiert, der eine Fangmatrix für sezerniertes IFNγ bildet. Dieses 
wird in einer 45minütigen Sekretionsphase eingefangen und mit einem zweiten, fluoreszenzmarkierten αIFNγ-
Antikörper angefärbt. 
 
Anschließend können die zytokinexprimierenden Zellen magnetisch angereichert werden 
(Miltenyi et al., 1990). Dies bringt zwei große Vorteile mit sich: Zum einen ist durch diese 
Anreicherung eine erhöhte Sensitivität gegenüber der Analyse antigenreaktiver Zytokin-
expression in fixierten Zellen zu erwarten. Zum anderen eröffnet die Möglichkeit der Isolierung 
lebender antigenspezifischer T-Helferzellen Optionen wie zum Beispiel die weitere Charakteri-
Einleitung  15 
sierung dieser Zellen oder deren therapeutische Verwendung. So wäre ein therapeutisches Ziel 
eine in vitro Manipulation des Zytokinprofils der proinflammatorischen zu regulatorischen 
T-Helferzellen, die nach anschließender Reinjektion die Entzündungsvorgänge im ZNS 
regulieren könnten. 
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2 Herleitung der Aufgabenstellung 
 
Die Multiple Sklerose ist wegen ihrer Häufigkeit, des hauptsächlichen Auftretens im frühen 
Erwachsenenalter und der unvorhersehbaren Entwicklung dauerhafter Behinderungen eine 
Erkrankung von bedeutender gesellschaftlicher und klinischer Relevanz. 
 
Trotz intensiver Bemühungen ist es bislang nicht gelungen, die Ätiologie dieser Krankheit zu 
ergründen. Es herrscht jedoch weitgehende Einigkeit darüber, dass MS zu den Autoimmuner-
krankungen zählt und T-Helferzellen in der Pathogenese eine entscheidende Rolle spielen. Als 
Autoantigene werden Komponenten der Myelinscheide, wie zum Beispiel das den Hauptanteil 
bildende Myelin Basic Protein (MBP), sowie Nicht-Myelinantigene diskutiert. Es gibt Hinweise, 
dass bei der MS, wie bei einigen anderen Autoimmunerkrankungen auch, ein Überwiegen der 
proinflammatorischen Zytokine Interferon-γ (IFNγ) und Tumor Nekrose Faktor-α (TNFα) vor-
liegt und dieses Ungleichgewicht mitverantwortlich für die Pathogenese ist. 
 
Nach wie vor wird nach einem Parameter gesucht, mit dem die Krankheitsaktivität einfach und 
sicher erfasst werden kann – zur besseren Evaluierung neuer Therapieverfahren und früheren 
Erkennung von Schüben. Seit vielen Jahren konzentriert sich die Forschung auf den Nachweis 
autoreaktiver T-Helferzellen bei MS-Patienten und Kontrollpersonen, die sowohl aus peripherem 
Blut als auch aus Liquor cerebrospinalis isoliert wurden. Bisher war zum Nachweis dieser Zellen 
deren Kultivierung über Tage bis Wochen nötig. Durch erhebliche technische Fortschritte ist es 
seit einigen Jahren möglich, antigenspezifische T-Helferzellen durch direkte ex vivo Stimulation 
zu detektieren. Ziel dieser Arbeit ist es, anhand der Sekretion der proinflammatorischen Zytokine 
IFNγ und TNFα MBP-reaktive Th1-Zellen bei MS-Patienten und gesunden Kontrollpersonen 
nachzuweisen.  
 
Besonderer Wert soll auf die Isolierung lebender autoantigenspezifischer Zellen gelegt werden – 
zum einen als Ausgangspunkt für deren weitere funktionelle und molekularbiologische Charak-
terisierung, zum anderen als Möglichkeit zur therapeutischen Anwendung nach in vitro Mani-
pulation.
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3 Materialien und Methoden 
3.1 Lösungen und Geräte 
Es werden hier die häufig benutzten Lösungen und Geräte eingeführt, die als Grundlage für alle 
später beschriebenen Methoden dienten. Materialien, die nur für eine bestimmte Methode 
gebraucht wurden, werden dort aufgeführt. 
3.1.1 Puffer und Medien 
Phosphat-gepufferte Salzlösung (PBS): 2,7 mM Kaliumchlorid (KCL) 
1,5 mM Kaliumhydrogenphosphat (KH2Po4) 
137 mM Natriumchlorid (NaCL) 
8,1 mM Dinatriumhydrogenphosphat (Na2HPO4) 
0,5% Rinderserumalbumin in PBS (PBS-BSA): 5 g/l Rinderserumalbumin (BSA) in PBS 
PBS-BSA-EDTA: 2 mM Äthylendiamintetraessigsäure (EDTA) 
in PBS-BSA 
PBS-BSA-Azid: 10% Natriumazid (NaH3) in PBS-BSA 
Kulturmedium: Rosewell Park Memorial Institute Medium 1640 (GIBCO BRL, Grand Island, USA) 
 + 100 U/ml Penicillin (Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland) 
+ 0,1 mg/ml Streptomycin (Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland) 
+ 0,3 mg/ml Glutamin (Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland) 
+ 10% humanes Mischserum (Serum gewonnen aus drei gesunden Spendern, 
  inaktiviert 30 Minuten bei 56°C) 
3.1.2 Einmal-Gefäße und Geräte 
Einmal-Gefäße: Konische Polypropylen-Röhrchen 15; 50 ml (Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland) 
Polypropylen-Reaktionsgefäße 1,5 ml (Eppendorf, Hamburg, Deutschland) 
 
Zentrifugen: Multifuge 3 S-R (Heraeus, Berlin, Deutschland) 
Biofuge fresco (Heraeus, Berlin, Deutschland) 
Alle Zentrifugationsschritte wurden zehn Minuten bei 250xg durchgeführt. Eine Ausnahme 
bildet die PBMC-Isolierung, wo die Zentrifugationsschritte einzeln aufgeführt sind. 
 
Brutschrank: Heraeus 6000 (Heraeus, Berlin, Deutschland) 
 
Mikroskop: Axiovert (Carl Zeiss, Göttingen, Deutschland) 
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3.2 Zellpräparation 
3.2.1 Gewinnung von periphervenösem Blut 
Periphervenöses Blut von gesunden Probanden und MS-Patienten wurde in natriumheparini-
sierten Röhrchen des Vacutainer-Systems (Becton Dickinson Labware, Franklin Lakes, USA) 
bzw. ammoniumheparinisierten Monovetten (Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland) abgenommen 
und bei Raumtemperatur nicht länger als sechs Stunden aufbewahrt. 
3.2.2 Isolierung mononukleärer Zellen aus peripherem Blut (PBMC) 
Periphere mononukleäre Zellen können aufgrund ihrer Dichte von den anderen Bestandteilen des 
Blutes getrennt werden. Hierzu wird verdünntes Vollblut auf eine Schicht Ficoll-Hypaque mit 
der Dichte 1,077 g/ml gebracht. Nach Zentrifugation flottieren die mononukleären Zellen auf-
grund ihrer geringeren Dichte als sogenannte „Interphase“ über der Ficoll-Schicht, während sich 
Zellen höherer Dichte am Boden des Röhrchens befinden. Als Puffer für die PBMC-Isolierung 
wurde PBS verwendet, um jegliche unspezifische Stimulation durch Fremdproteine zu vermei-
den. 
Heparinisiertes Vollblut wurde 1:1 mit PBS verdünnt und anschließend auf raumtemperierten 
Ficoll Paque (Amersham Biosciences, Uppsala, Schweden) geschichtet. Nach 20 Minuten 
Zentrifugation bei 800xg ohne Bremse wurde die Interphase abgenommen, mit PBS aufgefüllt 
und bei 250xg zentrifugiert. Nach Dekantieren des Überstandes wurde das Zellpellet in PBS 
resuspendiert und abschließend 15 Minuten bei 200xg zentrifugiert. Danach wurden die Zellen in 
einer definierten Menge Medium oder PBS aufgenommen und gezählt. 
3.2.3 Gewinnung von Liquorzellen 
Je 10 ml Liquor wurde nach Lumbalpunktion in konische Polypropylen-Röhrchen abgenommen, 
auf Eis transportiert und direkt verarbeitet. Nach Zentrifugation bei 250xg wurden die Zellen 
zweimal mit PBS-BSA gewaschen und anschließend in Kulturmedium aufgenommen. 
3.2.4 Bestimmung der Zellzahl 
Mikroskopische Kammerzählung 
Eine Möglichkeit der Zellzählung ist das mikroskopische Auszählen mit Hilfe der Neubauer-
Zählkammer. Zur Ausgrenzung toter Zellen wurde die Zellsuspension mit 0,4%iger Trypan Blau 
Lösung (Sigma Aldrich, Taufkirchen, Deutschland) gemischt, welche durch die Zellmembran 
toter Zellen diffundiert, lebende Zellen jedoch nicht anfärbt. 
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Die Zellsuspension wurde unter das Deckblatt der Zählkammer pipettiert. Ausgezählt wurden die 
vier großen Eckquadrate der Neubauer-Kammer mit dem 40er Objektiv des Mikroskops 
Axiovert (Carl Zeiss, Deutschland). Jedes Eckquadrat hat eine Fläche von 1 mm2. Damit wurden 
bei einer Kammertiefe von 0,1 mm insgesamt ein Volumen von 0,4 µl ausgezählt. Die gesuchte 
Zellzahl pro ml ergibt sich also aus der Multiplikation der Zahl der in allen vier Quadraten ge-
zählten Zellen mit dem Faktor 2500. 
Durchflußzytometrische Zellzählung 
Während unter dem Mikroskop nur morphologische Charakteristika zur Unterscheidung ver-
schiedener Zelltypen berücksichtigt werden können, können bei der Durchflußzytometrie 
fluoreszenzgefärbte Oberflächenmarker auf Zellen detektiert werden und somit Aussagen über 
bestimmte Zellpopulationen gemacht werden, die mikroskopisch nicht zu unterscheiden sind. Im 
Durchflußzytometer werden jedoch nur Frequenzen von Zellen gemessen, ohne das Volumen der 
Zellsuspension zu berücksichtigen. Um absolute Zellzahlen zu ermitteln, wurden der zu messen-
den Probe eine kalibrierte Anzahl an fluoreszierenden Mikropartikeln (TruCount Tubes, Becton 
Dickinson, San Jose, USA) zugesetzt. Diese Partikel können aufgrund ihrer geringen Größe und 
starken Fluoreszenz von Zellen unterschieden werden. Aus dem Verhältnis der gemessenen zu 
den ursprünglich zugegebenen Mikropartikeln kann dann die Gesamtzahl der Zellen in der Probe 
berechnet werden. 
3.3 Fluoreszenz als Stoffeigenschaft und deren methodische 
Nutzung 
Fluoreszenz bezeichnet das Leuchten eines Stoffes nach Anregung durch zugeführte Energie 
(Absorption). Dieses Leuchten entspricht Lichtquanten, die von angeregten Atomen bei der 
Rückkehr der Elektronen auf ihr ursprüngliches Energieniveau freigesetzt werden (Emission). 
Durch die Kopplung von Fluoreszenzfarbstoffen (Fluorochrome) an Proteine können diese op-
tisch nachweisbar gemacht werden. 
 
3.3.1 Fluoreszenzfarbstoffe 
Fluoreszenzfarbstoffe zeichnen sich jeweils durch ein charakteristisches Absorptions- und 
Emissionsspektrum aus. Tabelle 3-1 zeigt die in dieser Arbeit eingesetzten 
Fluoreszenzfarbstoffe. 
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1: verwendet als gekauftes Antikörperkonjugat 
2: verwendet als selbstgekoppeltes Antikörperkonjugat 
 
3.3.2 Kopplung von Fluorochromen an Proteine 
Es sei hier exemplarisch die Kopplung von FITC an Proteine beschrieben. Das Protein wurde in 
Boratpuffer (0,1 M Borsäure, 0,025 M Natriumtetraborat, 0,075 M Natriumchlorid, mit Natron-
lauge auf pH 9,5 eingestellt) überführt und auf eine Konzentration von 1 mg/ml gebracht. FITC 
wurde in Dimethylsulfoxid (DMSO) gelöst, in 50-molarem Überschuss zur Proteinlösung gege-
Materialien und Methoden  21 
ben und eine Stunde bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert. Anschließend wurde das 
Konjugat mittels einer PD-10-Säule (Pharmacia, Uppsala, Schweden) in PBS-BSA-Azid über-
führt. Die Proteinkonzentration und das Kopplungsverhältnis wurden anhand der photometrisch 
bestimmten optischen Dichte (OD) bei 280 nm und bei 495 nm (Absorptionsmaximum von 
FITC) bestimmt. 
 
Formeln für Kopplung von IgG (Molekulargewicht 150 000): 
Proteinkonzentration [mg/ml] = (OD280 – 0,35 x OD495) / 1,4 
Kopplungsverhältnis (Fluorochrom/Protein) = 2,9 x OD495 / (OD280 – 0,35 x OD495) 
3.3.3 Immunfluoreszenz 
Die Immunfluoreszenz nutzt fluoreszenzmarkierte Antikörper, um bestimmte Antigene oder 
Antikörper nachzuweisen. Die Fluoreszenzmessung kann dann in einem Fluoreszenzmikroskop 
oder in einem Durchflußzytometer erfolgen. 
Für diese Arbeit wurde nur die direkte Immunfluoreszenz verwendet, bei der Antikörper mit 
einer Spezifität für das nachzuweisende Antigen direkt an fluoreszente Farbstoffe gekoppelt 
sind. Davon unterscheidet man die indirekte Immunfluoreszenz, bei der der antigenspezifische 
Antikörper durch einen zweiten, fluoreszenzmarkierten Antikörper nachgewiesen wird. 
Mit Antikörpern gegen verschiedene Oberflächenmarker humaner Zellen können diese Marker 
sowohl auf lebenden als auch auf fixierten Zellen nachgewiesen werden. Intrazelluläre Antigene, 
wie z.B. von der Zelle exprimierte Zytokine, können dagegen nur nach Fixierung und Permeabi-
lisierung der Zellmembran angefärbt werden. Die verwendeten monoklonalen Antikörper gegen 
Oberflächenmarker bzw. humane Zytokine sind in Tabelle 3-2 bzw. 3-3 aufgezählt. 
Tabelle 3-2: Verwendete monoklonale Antikörper gegen humane Oberflächenmarker. 







Becton Dickinson, San Jose, USA 
Becton Dickinson, San Jose, USA 
Hybridomzelllinie und Kopplung DRFZ 
CD14 MΦP9 PerCP Becton Dickinson, San Jose, USA 
CD69 L78 FITC 
PE 
Becton Dickinson, San Jose, USA 
Becton Dickinson, San Jose, USA 
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Tabelle 3-3: Verwendete monoklonale Antikörper gegen humane Zytokine. 
Spezifität Klon Markierung Hersteller 
IFNγ 4SB3 Cy5 Hybridomzelllinie und Kopplung DRFZ 
IL2 N748A PE Hybridomzelllinie und Kopplung DRFZ 





Hölzel Diagnostika, Köln, Deutschland 
Becton Dickinson, San Jose, USA 
3.4 in vitro-Stimulation humaner Zellen 
3.4.1 Stimulationsbedingungen und -zeiten 
Alle in vitro-Stimulationen wurden für sechs Stunden bei 37°C und 5% CO2 in einer mit 
Wasserdampf gesättigten Atmosphäre im Brutschrank durchgeführt. 
 
Die Stimulation von Vollblut erfolgte mit je einem Milliliter heparinisiertem Vollblut pro Ansatz 
in Polystyrol-Röhrchen mit rundem Boden (Greiner, Frickenhausen, Deutschland). Die Röhr-
chen wurden im Brutschrank mit 5-10° Neigung zur Horizontalen inkubiert, um eine 
größtmögliche Kontaktfläche zwischen der Vollblutprobe und der Oberfläche des Stimulations-
röhrchens herzustellen. 
 
Die Stimulation von PBMC wurde in RPMI-Kulturmedium mit den oben (Kap. 3.1.1) aufge-
führten Zusätzen durchgeführt. Für den IFNγ-Sekretionsassay betrug die Zellkonzentration 
1x107 PBMC/ml; die Zellen wurden in Gewebekulturschalen (Greiner, Frickenhausen, 
Deutschland) stimuliert. Die Stimulationsansätze für die Analyse antigenreaktiver 
Zytokinexpression in fixierten Zellen (Restimulation der T-Zelllinie bzw. Stimulation von 
Liquorzellen) wurden in verschließbaren Polystyrol-Röhrchen (Becton Dickinson Labware, 
Franklin Lakes, USA) mit einer Zelldichte von 2x106 PBMC/ml durchgeführt. Diese 
Stimulationsröhrchen wurden, wie bei der Vollblutstimulation beschrieben, im Brutschrank 
schräg gestellt. 
3.4.2 Kostimulation mit αCD28-Antikörpern 
An der Aktivierung von T-Zellen durch antigenpräsentierende Zellen sind neben der Interaktion 
der MHC-Klasse-II-Moleküle mit dem CD3-Komplex noch mehrere andere Moleküle beteiligt. 
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Eines dieser kostimulatorischen Moleküle ist das Antigen CD28, das von T-Zellen exprimiert 
wird und an CD80 und CD86, beides Oberflächenmoleküle von antigenpräsentierenden Zellen, 
bindet. In allen Stimulationsansätzen dieser Arbeit wurden Antikörper gegen CD28 (Klon 
CD28.2, BD Pharmingen, San Diego, USA) in einer Endkonzentration von 1µg/ml zugegeben. 
3.4.3 Verwendete Antigene 
Es wurden verschiedene Antigene zur Stimulation eingesetzt (Tab. 3-4): 








Tetanus Toxoid (TT) Chiron Behring, 
Marburg, Deutschland 
20 Limes flocculation (Lf)/ml 
Cytomegalie Virus Antigen (CMV) Biodesign, USA 5 µg/ml 




nach Eylar, 1971 
50 µg/ml 









Neben den verschiedenen Antigenstimulationen wurde jeweils eine Probe als Negativkontrolle 
mitgeführt, die ohne Antigen, aber mit αCD28 inkubiert wurde. Alle weiteren Schritte wurden 
bei der Negativkontrolle parallel zu den antigenstimulierten Ansätzen durchgeführt. 
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3.4.4 Stimulation einer T-Zelllinie bzw. Stimulation von Liquorzellen 
Die Stimulation einer T-Zelllinie bzw. Liquorzellen unterscheidet sich von der Stimulation von 
Vollblut oder PBMC vor allem durch zwei Besonderheiten: Zum einen besitzen die zu stimulie-
renden Zellen keine Fähigkeit zur Antigenaufnahme, -prozession und -präsentation. Zum 
anderen ist die Anzahl der Zellen zu gering für die Durchführung einer in vitro Stimulation. Um 
diese beiden praktischen Probleme zu lösen, wurden autologe PBMC mit Carboxyfluorescein 
Diacetat-Succinimidyl Ester (CFDA-SE) markiert und zu den Versuchsansätzen zugegeben. 
CFDA-SE ist ein nicht-fluoreszierendes, sehr gut membrangängiges Molekül. Es wird von intra-
zellulären Esterasen durch Abspaltung zweier Azetatgruppen in das fluoreszente 
Carboxyfluorescein-Succinimidyl Ester (CFSE) umgewandelt, das weniger membrangängig ist. 
Der Succinimidyl Ester-Anteil des Moleküls wiederum ist sehr reaktiv und kann den 
Carboxyfluorescein-Anteil durch Reaktion an Aminogruppen kovalent an Zellproteine binden. 
Dadurch werden Zellen fluoreszenzmarkiert und optisch detektierbar. Die Stimulations-
bedingungen unterschieden sich nicht von der PBMC-Stimulation bei anderen Versuchen. 
3.4.5 Zugabe von Brefeldin A für die intrazelluläre Zytokinfärbung 
Brefeldin A (Sigma Aldrich, Taufkirchen, Deutschland) ist ein Metabolit des Pilzes 
Eupenicillium brefeldianum und inhibiert den zellulären Sekretionsapparat. Es wurde in einer 
Endkonzentration von 10 µg/ml eingesetzt und jeweils für die letzten vier Stunden der sechs-
stündigen Stimulationszeit zugegeben. Es wurde Wert darauf gelegt, dass die 
Stimulationsröhrchen nach Zugabe von Brefeldin A in der gleichen Lage in den Brutschrank 
gelegt wurden wie in den ersten zwei Stunden der Stimulationszeit, um Zellinteraktionen so 
wenig wie möglich zu stören. 
3.5 Fixierung und intrazelluläre Färbung von Zytokinen 
3.5.1 Ablösen der Zellen mit EDTA 
Nach der Stimulation wurden die Zellen zunächst mit EDTA von der Oberfläche der Stimula-
tionsröhrchen gelöst. EDTA wurde in einer Endkonzentration von 2 mM zugegeben, 
anschließend wurde 15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Die anschließende Fixierung 
unterschied sich bei Vollblut und PBMC, da bei den Vollblutproben zunächst die Erythrozyten 
lysiert wurden. 
Materialien und Methoden  25 
3.5.2 Lysierung, Fixierung und Permeabilisierung von Vollblut 
Zur Lysierung wurden je 9 ml 1+9 mit destilliertem Wasser verdünnte FACS Lysing Solution 
(Becton Dickinson, San Jose, USA) zu jeder Vollblutprobe gegeben, diese kräftig geschüttelt 
und 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Zentrifugation wurde der Überstand 
dekantiert und das Zellpellet in je 500 µl 1+9 mit destilliertem Wasser verdünnter FACS 
Permeabilizing Solution (Becton Dickinson, San Jose, USA) resuspendiert und 15 Minuten bei 
Raumtemperatur inkubiert. Anschließend wurden 10 ml PBS-BSA-Azid zugegeben, die Proben 
zentrifugiert und nach dem Dekantieren des Überstandes das Zellpellet in PBS-BSA-Azid aufge-
nommen. 
3.5.3 Fixierung und Permeabilisierung von PBMC 
PBMC wurden nach der EDTA-Zugabe zweimal mit PBS gewaschen und anschließend in 
2%iges Formaldehyd (verdünnt in PBS) aufgenommen und 20 Minuten inkubiert. Formaldehyd 
fixiert Zellen durch Vernetzung von Proteinen und DNA. Die fixierten Zellen wurden in FACS 
Permeabilizing Solution aufgenommen und 15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Nach 
Zugabe von 10 ml PBS-BSA-Azid, Zentrifugation und Dekantieren des Überstandes wurde das 
Zellpellet in PBS-BSA-Azid aufgenommen. 
3.5.4 Extra- und intrazelluläre Färbung 
von fixierten und permeabilisierten Zellen 
Die Färbeprozedur ist für Vollblut- und PBMC-Proben die gleiche, die Färbung von Oberflä-
chenmarkern und die intrazelluläre Färbung wurden gleichzeitig durchgeführt. Es wurde eine 
Färbelösung angesetzt, in der alle benutzten Antikörper in der vorher austitrierten optimalen 
Konzentration vorlagen. Zur Verhinderung einer unspezifischen Bindung der fluoreszenz-
markierten Antikörper an Fc-Rezeptoren von Monozyten wurde der Färbelösung humanes 
Immunglobulin (Beriglobin, Centeon, Marburg, Deutschland) in einer Endkonzentration von 
0,2 mg/ml zugegeben. Die zu färbenden Zellen wurden in 100 µl Färbelösung aufgenommen und 
30 Minuten bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert. Anschließend wurden sie mit PBS-BSA-
Azid gewaschen und in PBS-BSA-Azid aufgenommen. 
Materialien und Methoden  26 
3.6 Technologie der zellulären Affinitätsmatrix: 
IFNγ-Sekretionsassay 
Neben der Analyse antigenreaktiver Zytokinexpression in fixierten Zellen ist der IFNγ-Sekre-
tionsassay eine weitere Methode des Nachweises antigenspezifischer T-Helferzellen anhand 
exprimierter Zytokine. Der Unterschied besteht darin, dass die Zellen nicht fixiert werden 
müssen und damit in einem weiteren Schritt angereichert bzw. lebend isoliert werden können. 
Die Grundlage des Zytokin-Sekretionsassays bildet ein bivalenter Antikörper, dessen eine 
Bindungsstelle für das auf allen Leukozyten exprimierte Oberflächenantigen CD45 spezifisch ist. 
Die andere Bindungsstelle erkennt ein Epitop des Zytokins IFNγ. Dieser Antikörper wird Catch 
Reagent genannt, weil er eine Fangmatrix auf der Zelloberfläche bildet, die dann die während 
der Sekretionsphase von der Zelle sezernierten IFNγ-Moleküle „einfängt“. Mit einem zweiten 
Antikörper, der ein weiteres Epitop des IFNγ-Moleküls erkennt und mit dem Fluorochrom PE 
markiert ist, werden die IFNγ-sezernierenden Zellen dann angefärbt. Dieser Antikörper wird 
Detection Antibody genannt (siehe Abb. 1-4). 
Es wurden pro Ansatz mindestens 1x107 PBMC stimuliert, anschließend mit einem Zellschaber 
(Sarstedt, Newton, USA) aus der Gewebekulturschale herausgelöst und dann mit 1:5 verdünntem 
IFNγ Catch Reagent (Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach, Deutschland) sieben Minuten auf 
Eis inkubiert. Anschließend folgte die Sekretionsphase: Die Zellsuspension wurde in warmem 
Medium auf eine Zelldichte kleiner als 106/ml verdünnt und 40 Minuten im Brutschrank bei 
37°C auf einem Rotationsgerät (Ingenieurbüro CAT, Staufen, Deutschland) inkubiert. Danach 
wurden die Zellen mit PBS-BSA-EDTA gewaschen und in 500 µl Färbelösung zehn Minuten auf 
Eis extrazellulär gefärbt. Die Färbelösung enthielt PE-markierten IFNγ Detection Antibody 
(Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach, Deutschland), αCD4-Cy5, αCD69-FITC, αCD14-PerCP 
und humanes Immunglobulin. Anschließend wurden die Zellen mit PBS-BSA-EDTA gewaschen 
und dann in PBS-BSA-EDTA resuspendiert. 
3.7 Magnetische Zellseparation 
Die magnetische Zellsortierung (MACS) basiert auf der Markierung von Zellen mit Hilfe von 
superparamagnetischen Mikropartikeln mit einem Durchmesser von etwa 100 nm, die an Anti-
körper gekoppelt werden. Im magnetischen Feld können dann die markierten Zellen von den 
nicht markierten Zellen getrennt werden: Die Zellsuspension wird über eine Säule aus Stahlwolle 
gegeben, die sich in einem magnetischen Feld befindet. Das Eluat dieser Säule im magnetischen 
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Feld enthält die nicht markierten Zellen. Eluiert man dann die Säule außerhalb des Magnetfeldes, 
erhält man die magnetisch markierten Zellen (Abb. 3-1). 
 




magnetisch markierte Zellen 











Abbildung 3-1: Prinzip der magnetischen Zellseparation. Zellen werden mit an Antikörpern gebundenen 
superparamagnetischen Mikropartikeln markiert und anschließend über eine Säule aus Stahlwolle gegeben, die sich 
in einem magnetischen Feld befindet. Die markierten Zellen erhält man anschließend durch Eluieren der Säule 
außerhalb des Magnetfeldes. 
Dieses System wurde für die Anreicherung IFNγ-sezernierender Zellen genutzt. Die nach dem 
IFNγ-Sekretionsassay mit dem Fluoreszenzfarbstoff PE markierten Zellen wurden mit Anti-PE-
Microbeads (Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach, Deutschland) magnetisch markiert und dann 
angereichert. Nach der Oberflächenfärbung des IFNγ-Sekretionsassays wurden die Zellen mit 
Anti-PE-Microbeads 15 Minuten bei 4-8°C inkubiert, dann mit PBS-BSA-EDTA gewaschen und 
in PBS-BSA-EDTA resuspendiert. Von dieser Zellsuspension wurde 1/20 Aliquot abgenommen 
und nach PI-Zugabe durchflußzytometrisch analysiert. VS+ Säulen (Miltenyi Biotech, Bergisch 
Gladbach, Deutschland) wurden im magnetischen Feld des MACS-Separationsgerätes aufgestellt 
und mit zweimal 1 ml entgastem PBS-BSA-EDTA gespült. Anschließend wurde die Zellsuspen-
sion über einen Zellfilter (pre separation filter, Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach, 
Deutschland) auf die Säulen gegeben. Die Säule wurde in drei Schritten mit 2 ml, 2 ml und 3 ml 
Puffer gespült und das Eluat als Negativfraktion aufgefangen und durchflußzytometrisch analy-
siert. Daraufhin wurde die Säule aus dem Magnetfeld genommen und die magnetisch markierten 
Zellen mit 3 ml PBS-BSA-EDTA eluiert. Es folgte ein weiterer Anreicherungsschritt, analog 
dem ersten, um die Reinheit der magnetisch markierten Zellen zu erhöhen. Die zweite positive 
Materialien und Methoden  28 
Fraktion, das Eluat aus der zweiten Säule, wurde zentrifugiert, die Zellen in 300 µl Puffer aufge-
nommen und die ganze Probe im Durchflußzytometer analysiert, nachdem PI zugegeben worden 
war. 
3.8 Durchflußzytometrie 
Mit Hilfe der Durchflußzytometrie können Zellsuspensionen auf Einzelzellniveau untersucht 
werden (Radbruch, 2000). Die Zellen werden zunächst durch hydrodynamische Fokussierung in 
Einzellzellsuspension gebracht. Die Zellsuspension wird im Probenstrom aus dem Proben-
reservoir angesaugt. Um diesen herum fließt der Mantelstrom, der eine schnellere 






Abbildung 3-2: Prinzip der hydrodynamischen Fokussierung. Die Fließgeschwindigkeit des Mantelstroms ist 
höher als die des Probenstroms und vereinzelt so die Zellen zu einer Einzelzellsuspension. 
 
Die einzelnen Zellen passieren dann einen Laserstrahl, d.h. monochromatische, annähernd 
parallele Lichtstrahlung. Dadurch entsteht zum einen Streulicht, anhand dessen Aussagen über 
die Größe und die Granularität gemacht werden können. Zum anderen können Fluorochrome zur 
Emission von Fluoreszenzlicht angeregt werden. 
Das in einem geringen Winkel reflektierte Licht (2-20°) wird als Vorwärtsstreulicht (engl. 
forward scatter, FSC) bezeichnet. Es korreliert mit der Zellgröße und dem Brechungsindex, 
während das im rechten Winkel gestreute „Seitwärtsstreulicht“ (engl. side scatter, SSC) mit der 
Granularität der Zellen korreliert. 
Das entstehende Fluoreszenzlicht wird durch dichrote Teilerspiegel und Bandpassfilter in 
verschiedene Fluoreszenzspektren aufgetrennt. Nach einer Verstärkung durch 
Photomultiplierröhren wird das optische Signal zunächst in elektrische Ströme und schließlich in 
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Abbildung 3-3: Prinzip des Durchflußzytometers. Einzelne Zellen werden durch monochromatisches Licht 
angeregt. Das emittierte Licht verschiedener Wellenlängen wird anschließend durch dichrote Teilerspiegel und 
Bandpassfilter aufgetrennt und nach Verstärkung durch Photomultiplierröhren gemessen. 
 
Alle für diese Arbeit durchgeführten Messungen wurden am FACS Calibur (Becton Dickinson, 
San Jose, USA) durchgeführt. Im FACS Calibur werden die Zellen von zwei Lasern mit unter-
schiedlichen Wellenlängen angeregt. Der erste Laser, ein Argonionenlaser, generiert Licht mit 
einer Wellenlänge von 488 nm, der zweite, ein roter Diodenlaser, Licht der Wellenlänge 635 nm. 
Das heißt, es können Fluorochrome verwendet werden, deren Absorptionsmaximum in einem 
dieser Bereiche liegt. Das Fluoreszenzlicht wird in vier verschiedene Spektren aufgeteilt, so dass 
vier verschiedene Fluoreszenzkanäle (FL) zur Verfügung stehen. Tabelle 3-5 zeigt die Charakte-
ristika dieser Fluoreszenzkanäle. 
Materialien und Methoden  30 
 
Tabelle 3-5: Charakteristika der vier zur Verfügung stehenden Fluoreszenzkanäle des FACS Calibur. 






























3.9 Auswertung der durchflußzytometrisch erhaltenen Daten 
Die Auswertung der Daten erfolgte mit dem Programm CELL Quest (Becton Dickinson, San 
Jose, USA). Dieses Programm ermöglicht es, Regionen von Zellpopulationen zu definieren und 
spätere Darstellungen auf diese Populationen zu beschränken. Es wurden Punktdiagramme aus 
jeweils zwei der sechs gemessenen Parameter erstellt. 
3.10 Statistische Auswertung 
Die statistische Auswertung wurde mit dem Statistikprogramm Statistical Package for Social 
Sciences (SPSS) von Microsoft durchgeführt. 
 
Um zu vergleichen, bei prozentual wie vielen Gesunden bzw. MS-Patienten antigenreaktive 
CD4+-Zellen gegen die verschiedenen Antigene nachgewiesen werden konnten, wurde der Chi-
Quadrat-Test angewendet. Zum Vergleich der Frequenzen zytokinexprimierender CD4+-Zellen 
bei Gesunden und MS-Patienten bzw. deren Untergruppen wurde der Mann-Whitney-Test 
angewandt. P-Werte kleiner als 0,05 wurden als Tendenzen, p-Werte kleiner 0,01 als statistische 
Signifikanzen angesehen. 
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4 Ergebnisse 
4.1 Etablierung der Analyse antigenreaktiver Zytokinexpression in 
fixierten Zellen mittels intrazellulärer Färbung 
Eine Möglichkeit des Nachweises antigenspezifischer T-Helferzellen ist die Detektion der von 
T-Helferzellen nach Antigenstimulation reaktiv gebildeten Zytokine mit Hilfe der intrazellulären 
Färbung. Dazu werden mononukleäre Zellen des peripheren Blutes (PBMC) oder Vollblut eines 
Probanden in vitro stimuliert, fixiert, permeabilisiert und anschließend die exprimierten Zytokine 
intrazellulär mit monoklonalen fluoreszenten Antikörpern gefärbt. Durchflußzytometrisch lassen 
sich dann die relativen Häufigkeiten von T-Helferzellen identifizieren, die durch Inkubation mit 
dem Antigen aktiviert wurden. 
4.1.1 Vergleich der Vollblutstimulation mit der Stimulation von PBMC 
Zur antigenspezifischen Stimulation können sowohl PBMC als auch Vollblut verwendet werden. 
Ein Vergleich dieser beiden Möglichkeiten bezüglich der Frequenz zytokinexprimierender 
Zellen nach Stimulation bzw. ohne Stimulation ist also nötig. Ein Teil heparinisierten Blutes 
eines gesunden Probanden wurde hierzu direkt mit Cytomegalie Virus Antigen (CMV) 
stimuliert, während aus dem anderen Teil mononukleäre Zellen (PBMC) isoliert und stimuliert 
wurden. Nach sechsstündiger Stimulation mit Zugabe des Sekretionsinhibitors Brefeldin A nach 
zwei Stunden wurden die Zellen fixiert und permeabilisiert. Anschließend wurden mit 
fluoreszenzmarkierten Antikörpern intrazellulär verschiedene Zytokine, sowie auf der 
Zelloberfläche der T-Helferzellmarker CD4 und der frühe Aktivierungsmarker CD69 angefärbt. 
Die Auswertung wurde auf CD4+-Lymphozyten beschränkt; ausgewertet wurden die jeweiligen 
relativen Häufigkeiten (Frequenzen) aktivierter zytokinexprimierender Zellen in CD4+-Zellen. 
Nach Stimulation von Vollblut mit CMV exprimierten relativ mehr T-Helferzellen die 
untersuchten Zytokine als nach Stimulation von PBMC des gleichen Spenders zum selben 
Zeitpunkt. Dagegen waren die Frequenzen zytokinexprimierender T-Helferzellen in der 
unstimulierten Kontrolle der PBMC-Stimulation im Vergleich zur Negativkontrolle der 
Vollblutstimulation höher (Abb. 4-1). Die Vollblutstimulation bietet dementsprechend optima-
lere Bedingungen für die intrazelluläre Zytokinfärbung nach Antigenstimulation. 
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Abbildung 4-1: Vergleich der Vollblutstimulation mit der Stimulation von PBMC. PBMC bzw. Vollblut des 
gleichen Spenders wurde zeitgleich sechs Stunden mit CMV stimuliert, Brefeldin A wurde nach zwei Stunden 
zugegeben. Nach anschließender Fixierung und Permeabilisierung wurden auf der Zelloberfläche CD4 und der 
Aktivierungsmarker CD69 gefärbt, intrazellulär die Zytokine IL2, TNFα, IL4 und IFNγ. Als Negativkontrollen 
wurden unstimulierte Proben untersucht. Angegeben sind die relativen Häufigkeiten (Frequenzen) 
zytokinexprimierender aktivierter T-Helferzellen in CD4+-Zellen. Alle untersuchten Zytokine wurden nach 
Vollblutstimulation von einer höheren Frequenz von T-Helferzellen exprimiert als nach Stimulation von PBMC. 
Dagegen waren die Frequenzen zytokinexprimierender Zellen in der Negativkontrolle der Stimulation von PBMC 
höher als bei der Stimulation von Vollblut. 
 
4.1.2 „Intra Assay Variabilität“ 
Die „Intra Assay Variabilität“ beschreibt die Streuung der Werte bei wiederholten Messungen 
innerhalb eines Experimentes. Zur Bestimmung wurden von einem gesunden Spender jeweils 
zehn Vollblutproben mit Tetanustoxoid (TT) und Cytomegalie Virus Antigen (CMV) stimuliert. 
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Anschließend wurde der arithmetische Mittelwert und die Standardabweichung der Messwerte 
errechnet. 
Ein Maß für die Variabilität ist der Variabilitätskoeffizient (VC):  
 
Variabilitätskoeffizient = Standardabweichung / arithmetischer Mittelwert. 
 
Es zeigte sich, dass der Variabilitätskoeffizient der mit den Antigenen TT bzw. CMV stimu-
lierten Proben von 5,20% bis 8,12% reichte und damit in diesem Frequenzbereich eine gute 
Reproduzierbarkeit der Methode gewährleistet ist (Tabellen 4-1 und 4-2). 
Tabelle 4-1: Berechnung der Variabilitätskoeffizienten der Analyse antigenreaktiver Zytokinexpression in 
fixierten Zellen. Jeweils zehn Ansätze wurden mit TT bzw. CMV stimuliert. Aus den gemessenen Frequenzen 
IFNγ-exprimierender Zellen wurden der arithmetische Mittelwert und die Standardabweichung berechnet 
und daraus der Variabilitätskoeffizient gebildet. 
 Frequenz aktivierter IFNγ-exprimierender Zellen in CD4+-Zellen 
 Arithmetischer 




(VC=SD/ x ) 
TT-Stimulation 0,04893% 0,00397% 8,12% 
CMV-Stimulation 1,02036% 0,06209% 6,09% 
 
Tabelle 4-2: Berechnung der Variabilitätskoeffizienten der Analyse antigenreaktiver Zytokinexpression in 
fixierten Zellen. Jeweils zehn Ansätze wurden mit TT bzw. CMV stimuliert. Aus den gemessenen Frequenzen 
TNFα-exprimierender Zellen wurden der arithmetische Mittelwert und die Standardabweichung berechnet 
und daraus der Variabilitätskoeffizient gebildet. 
 Frequenz aktivierter TNFα-exprimierender Zellen in CD4+-Zellen
 Arithmetischer 




(VC=SD/ x ) 
TT-Stimulation 0,10604% 0,00551% 5,20% 
CMV-Stimulation 1,11357% 0,05791% 5,20% 
 
4.1.3 Definition des „Cut-off point“ 
Um antigenreaktive T-Helferzellen von spontan zytokinexprimierenden Zellen abgrenzen zu 
können, muss bekannt sein, wie stark die Zytokinexpression von T-Helferzellen in der Negativ-
kontrolle schwankt. Es wurden analog zur Bestimmung der „Intra Assay Variabilität“ jeweils 
zehn Negativkontrollen von zwei Spendern untersucht. Der Variabilitätskoeffizient lag hier 
deutlich höher, er reichte bis zu 94,79%. Dies erklärt sich durch die Nähe der Messwerte zum 
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Nullpunkt, einige gemessene Frequenzen waren sogar gleich null. Aus dieser hohen relativen 
Schwankungsbreite ergab sich das Problem der Definition einer Nachweisgrenze. Der sonst 
häufig verwendete Stimulationsindex (Quotient zwischen antigenstimulierter Probe und Negativ-
kontrolle, der ab dem Wert drei als signifikant angesehen wird) konnte hier nicht verwendet 
werden, da die relative Schwankung der Negativkontrollen zu hoch ist. Die absolute 
Schwankung der Negativkontrollen belief sich bei wiederholten Mehrfachmessungen jedoch 
immer auf Werte kleiner 0,02%. Es wurde daher die Definition eines „Cut-off point“ festgelegt: 
 
Der Nachweis zytokinexprimierender Zellen ist als antigenspezifische T-Helferzellantwort zu 
bewerten, wenn die Frequenz IFNγ-exprimierender T-Helferzellen oder die der TNFα-expri-
mierenden Zellen in CD4+-Zellen um mindestens 0,02% höher liegt als in der Negativkontrolle. 
 
Da die Genauigkeit der errechneten Frequenzen von der Gesamtzahl der durchflußzytometrisch 
gezählten Zellen abhängt, wurden nur Daten in die Gesamtauswertung einbezogen, bei denen 
mindestens 100 000 CD4+-Zellen gezählt worden waren. 
4.1.4 Verlaufsanalyse der antigenspezifischen Zytokinantwort 
Unabhängig von der Reproduzierbarkeit der Methodik stellte sich die Frage, inwieweit die anti-
genspezifische Immunantwort eines Probanden zu verschiedenen Zeitpunkten schwankt. Es 
wurden deshalb über einen Zeitraum von zwei Monaten bei drei verschiedenen Spendern 
wiederholt Blutproben entnommen, mit den Antigenen TT und CMV stimuliert und 
anschließend mit Antikörpern gegen die Oberflächenantigene CD4 und CD69 sowie intrazellulär 
gegen die Zytokine IFNγ und TNFα gefärbt. Untersucht wurden Blutproben zu Beginn des 
Experimentes, sowie einen Tag danach, eine Woche, einen Monat und zwei Monate später. Um 
den zeitlichen Verlauf der relativen Ab- oder Zunahme der Frequenz von zytokinbildenden 
Zellen zu verdeutlichen, wurde zunächst der arithmetische Mittelwert der Messwerte zu allen 
untersuchten Zeitpunkten gebildet. Untersucht wurde dann die prozentuale Abweichung der 
einzelnen Messwerte von diesem Mittelwert: 
 
Prozentuale Abweichung = (Messwert – Mittelwert) / Mittelwert 
 
Exemplarisch sei hier für einen Spender der Verlauf der antigenreaktiven Zytokinexpression 
nach Stimulation mit TT bzw. CMV gezeigt (Abb. 4-2). 
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Abbildung 4-2: Verlauf der Zytokinantwort TT- bzw. CMV-spezifischer T-Helferzellen bei einem gesunden 
Probanden. Vollblutproben wurden im Verlauf von zwei Monaten mit den Antigenen TT und CMV stimuliert und 
intrazellulär die Zytokine IFNγ und TNFα angefärbt. Die arithmetischen Mittelwerte der Frequenzen TT-reaktiver 
T-Helferzellen betrugen im Mittel 0,04% (IFNγ) bzw. 0,08% (TNFα), die CMV-reaktiver Zellen 0,86% (IFNγ) bzw. 
0,84% (TNFα) in CD4+-Zellen. Dargestellt sind die prozentualen Abweichungen der einzelnen Messwerte von 
diesen Mittelwerten. 
 
Die Messwerte des hier gezeigten Probanden zeigen Abweichungen von –25% bis +25% bei den 
Frequenzen IFNγ-exprimierender T-Helferzellen bzw. -30% bis +42% für die Frequenzen der 
TNFα-Produzenten. Bei den anderen beiden untersuchten Probanden waren die Ergebnisse 
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vergleichbar, die minimale Abweichung einer gemessenen Reihe betrug –10/+12%, das 
Maximum –41/+54%. Es fällt auf, dass sich die Zytokinexpression als Antwort auf die beiden 
Antigene bei einem Spender zu den verschiedenen Zeitpunkten jeweils in die gleiche Richtung, 
d.h. zu höheren oder niedrigeren Frequenzen hin, verändert. Es sei aber angemerkt, dass diese 
Tendenz bei jedem der untersuchten Probanden unterschiedlich war. 
4.2 Etablierung des IFNγ-Sekretionsassays 
Der IFNγ-Sekretionsassay stellt eine weitere Möglichkeit des Nachweises reaktiver Zytokin-
expression nach Antigenstimulation dar. Im Gegensatz zur intrazellulären Zytokinfärbung 
werden die Zellen bei dieser Methode nicht fixiert. Das sezernierte Zytokin wird an einen biva-
lenten αCD45αIFNγ-Antikörper außen an die Zellmembran gebunden und kann dort mit einem 
weiteren αIFNγ-Antikörper an lebenden Zellen detektiert werden (vgl. Abb. 1-4). 
4.2.1 Kinetik des IFNγ-Sekretionsassays 
Zur Bestimmung der optimalen Stimulationsdauer wurden von einem gesunden Spender jeweils 
vier Vollblutproben mit CMV stimuliert und eine Probe als Negativkontrolle nicht stimuliert. 
Untersucht wurden Stimulationszeiten von vier bis 36 Stunden. Die Frequenz aktivierter IFNγ-
sezernierender Zellen war nach einer Stimulationsdauer von zwölf Stunden maximal (Abb. 4-3).  






























Abbildung 4-3: Kinetik der IFNγ-Sekretion nach CMV-Stimulation. Vollblut wurde mit dem Antigen CMV 
stimuliert und anschließend sezerniertes IFNγ mit Hilfe des IFNγ-Sekretionsassays nachgewiesen. Außerdem 
wurden CD4 und CD69 auf der Zelloberfläche gefärbt und tote Zellen sowie Makrophagen mittels PI bzw. CD14-
Färbung ausgegrenzt. Dargestellt sind die Frequenzen aktivierter (CD69+) IFNγ+ CD4+-Zellen als Mittelwert vier 
untersuchter Proben sowie deren Standardabweichung. 
Es fiel jedoch auf, dass die mittlere Fluoreszenz der detektierten IFNγ+ Zellen nach einem 
Maximum bei sechs Stunden wieder abfiel. Dagegen nahm die Anzahl der aktivierten, CD69+-
Zellen, die kein Zytokin bilden, zu (Abb. 4-4). 






















Abbildung 4-4: Kinetik der IFNγ-Expression nach CMV-Stimulation. Das Experiment wurde wie in Abb. 4-3 
beschrieben durchgeführt. Die hier dargestellten Punktdiagramme sind auf lebende CD4+-Lymphozyten beschränkt. 
Während die Frequenz IFNγ-exprimierender aktivierter CD4+-Zellen nach zwölf Stunden ihr Maximum erreichte, 
nahm nach sechs Stunden die mittlere Fluoreszenz der IFNγ-exprimierenden T-Helferzellen wieder ab und die 
Frequenz der aktivierten (CD69+) Zellen, die kein Zytokin bilden, zu. 
Alle weiteren Experimente mit dem IFNγ-Sekretionsassay wurden nach einer Stimulationsdauer 
von sechs Stunden durchgeführt. 
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4.2.2 Bestimmung der Rückgewinnungsrate 
Nach der Detektion antigenspezifischer Zellen und anschließender magnetischer Anreicherung 
ist es nicht mehr möglich, Aussagen über Frequenzen in der Ausgangslösung, z.B. Vollblut, zu 
machen. Um solche Frequenzen nachträglich berechnen zu können, müssen Angaben darüber 
vorliegen, wie viel Prozent der Zellen nach welchem Schritt des Experimentes rückgewonnen 
werden können. Um diese Angaben machen zu können, wurden während eines IFNγ-Sekretions-
assays nach CMV-Stimulation in den verschiedenen Phasen des Experimentes definierte 
Aliquots der Zellsuspension entnommen. Die Proben wurden anschließend mit einer kalibrierten 
Anzahl an fluoreszenten Mikropartikeln („beads“) versetzt und dann durchflußzytometrisch 
untersucht. Mit Hilfe des Verhältnisses der gemessenen fluoreszenten beads zur Gesamtzahl der 
zugesetzten beads ließ sich so rückrechnen, wie viele Zellen insgesamt in der Zellsuspension 
vorhanden waren. In Tabelle 4-3 sind für die verschiedenen Phasen des Versuches die so berech-
neten Zellzahlen angegeben, sowie die errechnete Rückgewinnungsrate der CD4+CD69+IFNγ+-
Zellen, d.h. derjenigen Zellen, die es anzureichern galt. Daraus ergibt sich, dass die Rückgewin-
nungsrate nach Stimulation, Sekretionsphase und anschließender Färbung 28% beträgt, während 
die magnetische Anreicherung über zwei Säulen fast keinen Verlust von Zellen bedeutet, so dass 
insgesamt 27% der zu Beginn des Experimentes gezählten Zellen schließlich in der Auswertung 
wiedergefunden wurden. Der vermeintliche geringe Zugewinn von Zellen während der ersten 
Phase der Anreicherung ist durch Messungenauigkeiten der Volumina zu erklären. 
Tabelle 4-3: Zur Berechnung des Zellverlustes während der einzelnen Schritte des Experimentes wurden zu 
verschiedenen Zeitpunkten definierte Aliquots entnommen, mit fluoreszierenden Mikropartikeln versetzt 





in gesamter Probe 
CD4+CD69+IFNγ+
in gesamter Probe 
Errechnete 
Rückgewinnungsrate 





1,15x107 2,99x104 28% 
nach Anreicherung über 
eine Säule 
 3,18x104 30% 
nach Anreicherung über 
zwei Säulen 
 2,93x104 27% 
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4.2.3 Berechnung des Stimulationsindex 
Zur Bewertung, ob eine Probe nach Antigenstimulation eine T-Helferzellaktivierung im Sinne 
einer erhöhten Frequenz an Zytokinproduzenten aufweist, wurde der Stimulationsindex errech-
net. Der Stimulationsindex (SI) berechnet sich aus dem Quotient der Anzahl IFNγ-
exprimierender T-Helferzellen in Anwesenheit von Antigen und deren Anzahl ohne Antigen-
präsenz. Als Grenzwert wurde folgende gängige Definition benutzt: 
 
Der Nachweis zytokinexprimierender Zellen ist als antigenspezifische T-Helferzell-Antwort zu 
bewerten, wenn der Stimulationsindex mindestens drei beträgt. 
 
Es wurde außerdem eine Mindestanzahl der angereicherten CD4+CD69+IFNγ+-Zellen von 20 
Zellen festgelegt, die als Grenze der Populationsbildung angesehen wurde. 
4.3 Bestimmung der Sensitivität der verwendeten Methoden 
Es stellte sich die Frage nach der Sensitivität der beiden verwendeten Methoden: Welche Fre-
quenz von zytokinexprimierenden Zellen kann mit der Analyse antigenreaktiver 
Zytokinexpression in fixierten Zellen bzw. mit dem IFNγ-Sekretionsassay gerade noch nachge-
wiesen werden? Zur Bestimmung wurden Verdünnungsreihen durchgeführt. Eine mit CMV 
stimulierte Probe wurde 1:5 mit einer unstimulierten Probe versetzt, diese verdünnte Probe dann 
wiederum 1:5 mit einer unstimulierten Probe gemischt, bis schließlich eine 1:625 Verdünnung 
erreicht wurde (Abb. 4-5). 
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Abbildung 4-5: Verdünnungsreihe zur Bestimmung der Sensitivität. Eine CMV-stimulierte Probe wurde mit 
einer unstimulierten Probe 1:5 verdünnt, diese Verdünnung dann wiederum 1:5 mit einer unstimulierten Probe 
versetzt usw., bis eine Verdünnung von 1:625 entstand.  
 
Die Verdünnungsreihen wurden jeweils parallel für die Analyse antigenreaktiver Zytokin-
expression in fixierten Zellen und den Sekretionsassay durchgeführt, d.h. es wurde Vollblut bzw. 
PBMC des gleichen gesunden Probanden zum selben Zeitpunkt verwendet. Insgesamt wurden 
drei Verdünnungsreihen untersucht. Anschließend wurde anhand der in Kapitel 4.1.3 bzw. 4.2.3 
definierten Kriterien bewertet, ob in den einzelnen Verdünnungsschritten antigenspezifische 
zytokinexprimierende T-Helferzellen nachgewiesen werden konnten. Da jeder Spender mit einer 
anderen Frequenz von IFNγ-exprimierenden T-Helferzellen auf die CMV-Stimulation reagierte, 
musste eine Möglichkeit gefunden werden, um die drei Verdünnungsreihen miteinander zu ver-
gleichen. Anhand der in der intrazellulären Färbung gemessenen Frequenz IFNγ-exprimierender 
T-Helferzellen in CD4+-Zellen der unverdünnten CMV-stimulierten Probe wurde deshalb für die 
einzelnen Verdünnungsstufen die theoretische Frequenz von IFNγ-exprimierenden Zellen in 
PBMC errechnet und als Maßstab für die Sensitivität definiert. 
4.3.1 Sensitivität der Analyse antigenreaktiver Zytokinexpression 
in fixierten Zellen nach sechsstündiger Antigenstimulation 
In Abbildung 4-6 sind den mit Hilfe der intrazellulären Färbung gemessenen Frequenzen der 
IFNγ-produzierenden Zellen die jeweils berechnete Frequenz in PBMC zugeordnet. Beide 
Skalierungen sind logarithmisch, jede Kurve repräsentiert eine Verdünnungsreihe. Die schwarz 
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eingezeichneten Messwerte repräsentieren Proben, die als antigenspezifische T-Helferzell-
antwort bewertet wurden. Grau sind alle Messwerte eingezeichnet, bei denen keine 
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Abbildung 4-6: Verdünnungsreihen der intrazellulären Zytokinfärbung. Dargestellt sind die Ergebnisse von 
drei Experimenten. Auf der x-Achse sind die rückgerechneten Frequenzen in PBMC angegeben, auf der y-Achse 
sind die gemessenen Frequenzen zytokinexprimierender T-Helferzellen in CD4+-Zellen aufgetragen. Messwerte, die 
als Nachweis antigenspezifischer T-Helferzellen bewertet wurden, sind schwarz eingezeichnet. Die grauen 
Messwerte repräsentieren Proben, in denen keine antigenspezifische T-Helferzellantwort detektiert wurde. Der 
lineare Verlauf der Kurven spiegelt den Sensitivitätsbereich bis ca. 1x10-4 in PBMC wider. 
 
Alle drei Verdünnungsreihen zeigen bei Frequenzen größer als 1x10-4 IFNγ-exprimierender T-
Helferzellen in PBMC einen linearen Verlauf. Im Bereich der Proben, bei denen keine antigen-
spezifische Stimulation nachgewiesen werden konnte, ist der Kurvenverlauf nicht mehr linear, 
sondern nähert sich der Leerkontrolle an bzw. spiegelt deren Schwankungen wider. 
 
Zusammenfassend lässt sich somit sagen, dass mit der Analyse antigenreaktiver Zytokin-
expression in fixierten Zellen mittels intrazellulärer Färbung eine Frequenz von ca. 1x10-4 IFNγ-
exprimierenden T-Helferzellen in PBMC gerade noch nachgewiesen werden können. 
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4.3.2 Sensitivität des IFNγ-Sekretionsassays mit nachfolgender magnetischer 
Anreicherung 
Den im IFNγ-Sekretionsassay ermittelten Stimulationsindizes sind in Abb. 4-7 die jeweils rech-
nerisch ermittelten Frequenzen IFNγ-exprimierender T-Helferzellen in PBMC zugeordnet. Die 
schwarz eingezeichneten Messwerte repräsentieren Proben, bei denen antigenspezifische 
T-Helferzellen nachgewiesen werden konnten. Grau sind die Messwerte aller Proben 
eingezeichnet, bei denen keine antigenspezifische T-Helferzellantwort detektiert wurde. Der 
lineare Verlauf der Kurven spiegelt den Sensitivitätsbereich der Methode bis ca. 2x10-5 wider, 
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Abbildung 4-7: Verdünnungsreihe des IFNγ-Sekretionsassays. Dargestellt sind die Ergebnisse von drei 
Experimenten. Auf der x-Achse sind die rückgerechneten Frequenzen in PBMC angegeben, auf der y-Achse sind 
die gemessenen Stimulationsindizes aufgetragen. Messwerte, die als Nachweis antigenspezifischer T-Helferzellen 
bewertet wurden, sind schwarz eingezeichnet. Die grauen Messwerte repräsentieren Proben, in denen keine 
antigenspezifische T-Helferzellantwort detektiert wurde. Der lineare Verlauf der Kurven spiegelt den 
Sensitivitätsbereich bis ca. 2x10-5 in PBMC wider. 
 
Zusammenfassend lässt sich somit sagen, dass mit dem IFNγ-Sekretionsassay eine Frequenz von 
ca. 2x10-5 IFNγ-exprimierenden T-Helferzellen in PBMC gerade noch nachgewiesen werden 
können. 
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4.4 Nachweis der Aufnahme, Prozessierung und Präsentation von 
MBP durch antigenpräsentierende Zellen (APC) 
Wird eine Blutprobe mit einem Antigen stimuliert, muss dieses Antigen zunächst von phagozy-
tierenden Zellen aufgenommen, prozessiert und dann in MHC-Klasse-II-Molekülen präsentiert 
werden. Erst auf diesem Wege wird es von T-Helferzellen erkannt und kann diese zur Zytokin-
expression anregen. Um sicherzustellen, dass Myelin Basic Protein (MBP) von antigen-
präsentierenden Zellen des peripheren Blutes aufgenommen und präsentiert werden kann, 
wurden folgende Versuche durchgeführt. 
4.4.1 Aufnahme von FITC-markiertem MBP durch APC 
Zunächst wurde MBP an das Fluorochrom FITC gekoppelt. Anschließend wurden PBMC eines 
gesunden Spenders zwei Stunden mit dem fluoreszenzmarkierten Protein inkubiert, mit Formal-
dehyd fixiert und durchflußzytometrisch analysiert. Als Kontrolle wurden PBMC untersucht, die 
mit FITC-markiertem Ovalbumin bzw. ohne Antigen inkubiert worden waren. 
Ovalbumin ist ein 45 000 Dalton schweres Glykoprotein, das die Hauptkomponente von Hühner-
eiweiß darstellt. Es wird von phagozytierenden Zellen aufgenommen, prozessiert und die 
Peptidfragmente in MHC-Molekülen präsentiert. Abbildung 4-8 stellt die gemessenen Ergeb-
nisse dar: Anhand der auf der Ordinate aufgetragenen seitlichen Lichtstreuung, die die 
Granularität der Zellen repräsentiert, lassen sich Monozyten von Lymphozyten unterscheiden. Es 
ist erkennbar, dass die Zellen in der Negativkontrolle die Autofluoreszenz im ersten Fluores-
zenzkanal (FL1) nicht überschreiten, während in den mit Ovalbumin-FITC bzw. MBP-FITC 
inkubierten Proben die Monozyten eine erhöhte Fluoreszenz aufweisen. 
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Abbildung 4-8: Nachweis der MBP-Aufnahme durch APC des peripheren Blutes. MBP bzw. Ovalbumin 
wurden an den Fluoreszenzfarbstoff FITC gekoppelt und anschließend zur zweistündigen Stimulation von PBMC 
verwendet. Durch die seitliche Lichtstreuung (y-Achse) lassen sich Monozyten anhand ihrer höheren Granularität 
von Lymphozyten unterscheiden. Die Monozytenpopulation zeigt nach Inkubation mit FITC-markiertem MBP bzw. 
Ovalbumin eine deutlich erhöhte Fluoreszenz im ersten Fluoreszenzkanal.  
 
4.4.2 Restimulation einer MBP-spezifischen T-Zelllinie 
Während der in 4.4.1 beschriebene Versuch nur die MBP-Aufnahme durch antigenpräsen-
tierende Zellen untersucht, besteht die Möglichkeit, auch die Prozessierung und Präsentation von 
MBP in MHC-Klasse-II-Molekülen nachzuweisen. Hierzu wurde eine MBP-spezifische T-Zell-
linie, die aus einer gesunden Spenderin gewonnen worden war, mit MBP restimuliert. Als 
antigenpräsentierende Zellen (APC) wurden autologe, mit Carboxyfluorescein Diacetat-Succi-
nimidyl Ester (CFDA-SE) fluoreszenzmarkierte PBMC zugegeben. Die MBP-spezifischen T-
Zellen können MBP nur erkennen und dadurch zur Zytokinproduktion angeregt werden, wenn 
das Protein zuvor von antigenpräsentierenden Zellen aufgenommen, prozessiert und präsentiert 
wurde. Nach sechs Stunden Inkubationszeit mit Zugabe von Brefeldin A nach zwei Stunden 
wurden die Zellen fixiert, permeabilisiert und mit fluoreszenzmarkierten Antikörpern gegen 
CD4, CD69 und IFNγ gefärbt. Die Analysefenster in Abbildung 4-9 beschränken sich auf die 
Zellen der T-Zelllinie, die nicht mit CFDA-SE markiert waren. Gezeigt sind die IFNγ- und 
CD69-Expression in der Negativkontrolle, der Stimulation mit MBP und der Positivkontrolle 
(Stimulation mit dem Mitogen PMA-Ionomycin). Nach MBP-Stimulation exprimierten nahezu 
alle Zellen den Aktivierungsmarker CD69, 32,28% exprimierten IFNγ. 
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32,28%0,13% 18,94%






Abbildung 4-9: Restimulation einer MBP-spezifischen CD4+-Zelllinie. Autologe PBMC wurden mit CFDA 
markiert und als APC zur sechsstündigen Stimulation einer MBP-spezifischen T-Zelllinie mit MBP zugegeben. 
Brefeldin A wurde nach zwei Stunden hinzugefügt. Nach Fixierung und Permeabilisierung der Zellen wurden die 
Oberflächenantigene CD4 und CD69 sowie intrazellulär IFNγ gefärbt. Gezeigt sind die CFDA- Zellen der T-
Zelllinie, dargestellt sind in der Negativkontrolle und nach MBP-Stimulation die CD4+-Zellen, nach PMA-
Ionomycin-Stimulation wurden aufgrund der CD4-Downregulation die CD8- Zellen analysiert. Nach MBP-
Stimulation exprimierten 32,28% der Zellen IFNγ, fast alle der T-Helferzellen sind jedoch aktiviert (CD69+). 
 
4.4.3 Bestimmung der optimalen Stimulationskonzentration von MBP 
Durch Titration der MBP-Konzentration bei der Stimulation der MBP-spezifischen T-Zelllinie 
wurde die optimale Stimulationskonzentration ermittelt. Getestet wurden die Konzentrationen 
12,5 µg/ml, 25 µg/ml, 50 µg/ml, 100 µg/ml und 200 µg/ml. Bei einer Konzentration von 
50 µg/ml wurde die höchste Frequenz zytokinbildender T-Helferzellen erreicht (Abb. 4-10). 




























Abbildung 4-10: Titration der optimalen Stimulationskonzentration von MBP. Eine MBP-spezifische CD4+-
Zelllinie wurde mit verschiedenen MBP-Konzentrationen restimuliert. Eine maximale Frequenz IFNγ-
exprimierender T-Helferzellen fand sich bei einer Konzentration von 50µg/ml. 
 
4.5 Vergleich der Analyse antigenreaktiver Zytokinexpression in 
fixierten T-Helferzellen bei gesunden Probanden und MS-
Patienten 
Es wurden Vollblutproben von 25 gesunden Probanden und 34 MS-Patienten mit den Antigenen 
TT, CMV und MBP in vitro stimuliert. Als Positivkontrolle wurde je eine Probe mit dem bakte-
riellen Superantigen Staphylococcus Enterotoxin B (SEB) stimuliert, das T-Zellen polyklonal 
durch direkte Bindung an die Vβ-Kette des TCR und MHC-Klasse-II-Moleküle der APC akti-
viert. Alle der untersuchten Personen zeigten nach SEB-Stimulation reaktive zytokin-
exprimierende T-Helferzellen. 
Nach Fixierung und Permeabilisierung der Zellen wurden auf der Zelloberfläche CD4 und der 
Aktivierungsmarker CD69 sowie intrazellulär die Zytokine IFNγ und TNFα angefärbt. Ausge-
wertet wurden die Frequenzen der aktivierten IFNγ- bzw. TNFα-bildenden CD4+-Zellen. Bei 
Mehrfachuntersuchungen von Proben einer Person zu unterschiedlichen Zeitpunkten wurden die 
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arithmetischen Mittelwerte dieser Messungen als Einzelwert in die statistische Auswertung ein-
bezogen. 
4.5.1 Untersuchte gesunde Probanden 
Es wurden 25 gesunde Probanden im Alter von 24 bis 41 Jahren mit einem mittleren Alter von 
32,11 Jahren untersucht. Elf der Probanden waren weiblich, 14 männlich. 
Mittels Analyse antigenreaktiver Zytokinexpression in fixierten Zellen konnten bei 
Gesunden TT- und CMV-reaktive T-Helferzellen detektiert werden, nicht jedoch MBP-
spezifische CD4+-Zellen. 
Untersucht wurden bei allen Probanden die Frequenzen der aktivierten IFNγ- bzw. TNFα-
exprimierenden Zellen nach Stimulation mit den verschiedenen Antigenen. In Tabelle 4-4 sind 
die Medianwerte der Frequenzen zytokinexprimierender CD4+-Zellen sowie die jeweils 
dazugehörige Standardabweichung dargestellt. Als Lagemaß wurde der Medianwert bestimmt, 
um Ausreißer weniger stark in die Bewertung einzubeziehen.  
Tabelle 4-4: Ergebnisse der intrazellulären Zytokinfärbung nach Antigenstimulation bei 25 untersuchten 
gesunden Probanden. Angegeben sind die Anzahl der Probanden, bei denen antigenreaktive T-Helferzellen 
detektiert wurden, sowie die Medianwerte +/- Standardabweichungen der Frequenzen zytokin-
exprimierender CD4+-Zellen. Diese sind sowohl für die Gesamtheit der Proben angegeben, als auch für 
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Es sollen hier beispielhaft die Punktdiagramme der durchflußzytometrischen Messungen von 
Vollblutproben eines gesunden Probanden nach Stimulation mit den verschiedenen Antigenen 
gezeigt werden (Abb. 4-11). 


















Abbildung 4-11: Nachweis antigenspezifischer T-Helferzellen bei einem gesunden Probanden. Vollblut wurde 
sechs Stunden mit den Antigenen TT, CMV und MBP stimuliert. Brefeldin A wurde nach zwei Stunden zugegeben. 
Nach Erythrozytenlyse, Fixierung und Permeabilisierung der Zellen wurden auf der Oberfläche die Antigene CD4 
und CD69 gefärbt, intrazellulär die Zytokine IFNγ und TNFα. Die hier dargestellten Punktdiagramme beschränken 
sich auf CD4+-Lymphozyten. 
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4.5.2 Untersuchte MS-Patienten 
Insgesamt wurden Blutproben von 34 Multiple Sklerose Patienten mit gesicherter Diagnose 
gemäß der Poser-Kriterien (Poser et al., 1983) untersucht. Das Alter der Patienten betrug im 
Mittel 35,82 Jahre, der jüngste Patient war zum Zeitpunkt der Blutentnahme 20, der älteste 59 
Jahre alt. 25 der Patienten waren weiblich, neun männlich. Die klinischen Charakteristika der 
Patienten sind in Tabelle 4-5 dargestellt. 
Tabelle 4-5: Klinische Charakteristika der 34 untersuchten MS-Patienten. 
Schub zum Zeitpunkt der Blutentnahme 30   stabil 
4     im Schub 
Verlaufsform der MS 29   Rezidivierend Remittierende MS (RRMS) 
3     Sekundär Progressive MS (SPMS) 
2     Primär Progressive MS (PPMS) 
Dauer der Erkrankung 
(Erstmanifestation vor ... Jahren) 
Arithmetisches Mittel = 4,85 Jahre 
Standardabweichung = 5,66 Jahre 
Aktivität der Erkrankung 
(Anzahl der Schübe in den letzten 2 Jahren) 
Arithmetisches Mittel = 1,88 
Standardabweichung = 1,14 
Ausmaß der MS-bedingten Behinderung: 
Expanded disability status scale (EDSS) 
(Kurtzke, 1983) 
Arithmetisches Mittel = 2,01 
Standardabweichung = 1,71 
Medikation 18   Keine Medikation 
9     Interferonβ-Präparat 
2     Copolymer I 
5     Immunsuppressive Therapie 
 
Auch bei MS-Patienten waren mittels Analyse antigenreaktiver Zytokinexpression in 
fixierten Zellen keine MBP-spezifischen CD4+-Zellen nachweisbar, während TT- und 
CMV-reaktive T-Helferzellen detektiert wurden. 
Analog zur Verfahrensweise bei den gesunden Probanden wurden auch bei MS-Patienten die 
Frequenzen der zytokinexprimierenden T-Helferzellen nach Antigenstimulation untersucht. In 
Tabelle 4-6 sind die Medianwerte und die Standardabweichungen der Frequenzen zytokin-
bildender Zellen angegeben. 
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Tabelle 4-6: Ergebnisse der intrazellulären Zytokinfärbung nach Antigenstimulation bei 34 untersuchten 
MS-Patienten. Angegeben sind die Anzahl der Patienten, bei denen antigenreaktive T-Helferzellen detektiert 
wurden, sowie die Medianwerte und +/- Standardabweichungen der Frequenzen zytokinexprimierender 
CD4+-Zellen. Diese sind sowohl für die Gesamtheit der Proben angegeben, als auch für diejenigen Proben, 
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Beispielhaft seien hier die Punktdiagramme der durchflußzytometrischen Messungen von Blut-
proben eines MS-Patienten nach Stimulation mit den verschiedenen Antigenen gezeigt 
(Abb. 4-12). 

















Abbildung. 4-12: Nachweis antigenspezifischer T-Helferzellen bei einem MS-Patienten. Vollblut wurde sechs 
Stunden mit den Antigenen TT, CMV und MBP stimuliert. Brefeldin A wurde nach zwei Stunden zugegeben. Nach 
Erythrozytenlyse, Fixierung und Permeabilisierung der Zellen wurden auf der Oberfläche die Antigene CD4 und 
CD69 gefärbt, intrazellulär die Zytokine IFNγ und TNFα. Die hier dargestellten Punktdiagramme beschränken sich 
auf CD4+-Lymphozyten. 
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4.5.3 Statistischer Vergleich der antigenspezifischen T-Helferzellantwort auf 
verschiedene Antigene bei Gesunden und MS-Patienten 
Die Zytokinantwort auf die Antigene TT, CMV und MBP unterscheidet sich nicht 
zwischen MS-Patienten und Gesunden. 
Die erste Fragestellung bezog sich auf den Vergleich der Analyse antigenreaktiver Zytokin-
expression in fixierten Zellen nach Antigenstimulation bei allen untersuchten Gesunden und 
allen MS-Patienten. Der Chi-Quadrat-Test ergab keine signifikanten Unterschiede bezüglich des 
Anteils der gesunden Probanden bzw. Patienten, bei denen antigenreaktive Zellen gegen TT, 
CMV und MBP nachgewiesen werden konnten (p>0,05). Mit dem Mann-Whitney-Test wurden 
die Frequenzen der zytokinexprimierenden Zellen nach Stimulation mit den Antigenen TT, 
CMV und MBP verglichen. Es wurde kein Unterschied der detektierten Frequenzen zytokin-
exprimierender CD4+-Zellen zwischen gesunden Probanden und MS-Patienten gefunden 
(p>0,05). 
Klinische Subgruppen der MS-Patienten weisen statistische Unterschiede in der T-Helfer-
zellantwort auf die Antigene TT und CMV auf. 
Anschließend wurde die Gruppe der MS-Patienten anhand der in Tabelle 4-5 aufgeführten klini-
schen Charakteristika weiter unterteilt. Die Subgruppierungen anhand der Parameter 
Krankheitsaktivität, Krankheitsdauer und EDSS-Wert ergaben keine signifikanten Unterschiede 
dieser Subgruppen zur Gruppe der gesunden Probanden. 
Patienten mit chronisch progressiven MS-Formen (SPMS, PPMS) zeigten im Vergleich zu 
Gesunden bzw. RRMS-Patienten geringere Frequenzen zytokinexprimierender Zellen nach TT-
Stimulation. Bei Patienten mit sekundär progredienter MS wurden tendenziell weniger TT-reak-
tive IFNγ-bildende CD4+-Zellen nachgewiesen (p=0,042) als bei Gesunden. Bei PPMS-Patienten 
fanden sich tendenziell weniger IFNγ- und signifikant weniger TNFα-exprimierende Zellen als 
bei Gesunden (p=0,011 bzw. p=0,006). Ebenso zeigten PPMS-Patienten tendenziell geringere 
Frequenzen TT-reaktiver TNFα-exprimierender T-Helferzellen als RRMS-Patienten (p=0,017). 
Bei immunsupprimierten MS-Patienten wurden signifikant geringere Frequenzen zytokin-
bildender T-Helferzellen nach TT-Stimulation nachgewiesen als bei gesunden Probanden (IFNγ: 
p=0,001; TNFα: p=0,004). 
 
Die Frequenz zytokinbildender T-Helferzellen nach CMV-Stimulation war bei MS-Patienten im 
Schub tendenziell höher als bei Patienten in Remission (IFNγ: p=0,024; TNFα: p=0,033). 
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4.6 Nachweis antigenspezifischer T-Helferzellen mit dem IFNγ-
Sekretionsassay 
Nachdem mittels der Analyse antigenreaktiver Zytokinexpression in fixierten Zellen keine MBP-
reaktiven T-Helferzellen bei MS-Patienten und Gesunden nachgewiesen werden konnten, wurde 
der sensitivere IFNγ-Sekretionsassay eingesetzt, um bei MS-Patienten autoreaktive Zellen zu 
detektieren. Dazu wurden jeweils mindestens 1x107 PBMC eines MS-Patienten mit MBP stimu-
liert und ebenso viele Zellen als Negativkontrolle ohne Antigen inkubiert. Das entspricht ca. der 
zehnfachen Menge an Zellen, wie sie in einem Milliliter Vollblut vorliegen, der zur Stimulation 
für die Analyse antigenreaktiver Zytokinexpression in fixierten Zellen verwendet wird. Bei der 
Hälfte der Patienten war aus vorherigen intrazellulären Färbungen das Vorliegen TT-spezifischer 
T-Helferzellen bekannt, so dass zusätzlich als Positivkontrolle eine Probe mit TT stimuliert 
wurde. 
4.6.1 Untersuchte MS-Patienten 
Insgesamt wurden acht MS Patienten untersucht, sechs waren weiblich, zwei männlich. Der 
jüngste Patient war zum Zeitpunkt der Untersuchung 22, der älteste 51 Jahre alt, das Durch-
schnittsalter betrug 36,14 Jahre. Tabelle 4-7 zeigt die klinischen Charakteristika. 
Tabelle 4-7: Klinische Charakteristika der Patienten, die mit dem IFNγ-Sekretionsassay untersucht wurden. 
Schub zum Zeitpunkt der Blutentnahme 6    stabil, 
2    im Schub 
Verlaufsform der MS 8   Rezidivierend Remittierende MS (RRMS) 
Dauer der Erkrankung 
(Erstmanifestation vor ... Jahren) 
Arithmetisches Mittel = 3,56 Jahre 
Standardabweichung = 2,73 Jahre 
Aktivität der Erkrankung 
(Anzahl der Schübe in den letzten 2 Jahren) 
Arithmetisches Mittel = 2,13 
Standardabweichung = 0,93 
Expanded disability status scale (EDSS) 
(Kurtzke JF, 1983) 
Arithmetisches Mittel = 2,06 
Standardabweichung = 1,07 
Medikation 4   Keine Medikation 
3   Interferonβ-Präparat 
1   Immunsuppressive Therapie 
 
Die Zellzahl pro Stimulationsansatz reichte von 1,17x107 bis 3x107 PBMC. 
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4.6.2 Nachweis geringer Frequenzen MBP-spezifischer T-Helferzellen 
Es wurde für alle antigenstimulierten Proben der Stimulationsindex (SI) berechnet. Dieser 
errechnet sich aus den nach Antigenstimulation angereicherten CD4+CD69+IFNγ+-Zellen geteilt 
durch die in der Negativkontrolle angereicherten Zellen. Wie in Kapitel 4.2.3 beschrieben, 
beschränkte sich die Berechnung auf diejenigen Proben, bei denen die Zahl der angereicherten 
Zellen über 20 lag. In Tabelle 4-8 sind alle berechneten Stimulationsindizes dargestellt. 
Tabelle 4-8: Ergebnisse des IFNγ-Sekretionsassays: Anzahl der angereicherten Zellen und Stimulations-
indizes. 
Negativkontrolle MBP-Stimulation TT-Stimulation 
 
angereicherte Zellen angereicherte Zellen SI angereicherte Zellen SI 
Patient 1 5 15    
Patient 2 27 24 0,89   
Patient 3 27 42 1,56 1084 40,15 
Patient 4 9 6    
Patient 5 2 9    
Patient 6 21 48 2,29 4202 200,10 
Patient 7 40 174 4,35 258 6,45 
Patient 8 24 36 1,50 272 11,33 
 
Bei sieben der acht Patienten konnten keine MBP-spezifischen T-Helferzellen nachgewiesen 
werden, während bei Patientin 7 MBP-reaktive IFNγ-sezernierende CD4+-Zellen gezeigt werden 
konnten. Diese Patientin war zum Zeitpunkt der Blutentnahme 34 Jahre alt und befand sich nicht 
im Schub. Die RRMS war bei ihr vor drei Jahren diagnostiziert worden, sie hatte in den letzten 
zwei Jahren zwei Schübe gehabt und wurde mit IFNβ therapiert. Bei dieser Patientin waren pro 
Ansatz 3x107 PBMC stimuliert worden. Geht man davon aus, dass etwa 27% dieser Zellen 
letztlich in der Analyse rückgewonnen wurden (vgl. Kap. 4.2.2), so errechnet sich eine 
Ausgangsfrequenz von ca. 2,15x10-5 MBP-spezifischen T-Helferzellen in PBMC. 
Bei allen vier Patienten, bei denen schon zuvor TT-spezifische T-Helferzellen mit Hilfe der 
intrazellulären Zytokinfärbung nachgewiesen worden waren, konnten diese auch im IFNγ-
Sekretionsassay und anschließender magnetischer Anreicherung detektiert werden. 
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Um zu demonstrieren, inwieweit die Ergebnisse des IFNγ-Sekretionsassays die der Analyse 
antigenreaktiver Zytokinexpression in fixierten Zellen widerspiegeln, sollen hier die Daten 
zweier Patienten gezeigt werden. 
 
In Abbildung 4-13 sind die Daten der einzigen Patientin, bei der MBP-spezifische Th1-Zellen 
detektiert wurden, gezeigt. Die intrazelluläre Färbung zeigte nach MBP-Stimulation zwar 
erhöhte Frequenzen IFNγ- und TNFα-exprimierender Zellen, die jedoch unterhalb des „Cut-off 
point“ lagen. Nach magnetischer Anreicherung hingegen war eine MBP-spezifische Population 
klar abgrenzbar. Nach TT-Stimulation wurden mit der intrazellulären Färbung TNFα-exprimie-
rende Zellen gezeigt. Diese wurden als antigenspezifisch bewertet, da die Differenz der Frequenz 
zur Negativkontrolle mehr als 0,02% betrug. Obwohl mit der intrazellulären Färbung keine 
IFNγ-exprimierenden Zellen nachgewiesen werden konnten, waren diese Zellen nach 
magnetischer Anreicherung detektierbar. 
 































Abbildung 4-13: Vergleich der intrazellulären Zytokinfärbung mit dem IFNγ-Sekretionsassay mit nach-
folgender magnetischer Anreicherung nach sechsstündiger Stimulation mit den Antigenen MBP und TT bei 
einer MS-Patientin. Für die intrazelluläre Zytokinfärbung wurde 1 ml Vollblut je Ansatz stimuliert, für den 
Sekretionsassay 3x107 PBMC je Ansatz. Dargestellt sind alle CD4+-Lymphozyten. Mit der intrazellulären 
Zytokinfärbung konnten keine MBP-spezifischen T-Helferzellen nachgewiesen werden, während diese mit dem 
IFNγ-Sekretionsassay und nachfolgender magnetischer Anreicherung gezeigt werden konnten. Als Positivkontrolle 
konnten sowohl mit der intrazellulären Zytokinfärbung als auch mit dem IFNγ-Sekretionsassay TT-spezifische 
CD4+-Zellen geringer Frequenzen detektiert werden. 
 
Abbildung 4-14 zeigt die Daten einer immunsupprimierten Patientin, bei der weder mit der 
Analyse antigenreaktiver Zytokinexpression in fixierten Zellen, noch im IFNγ-Sekretionsassay 
MBP-spezifische T-Helferzellen nachgewiesen werden konnten. Bei dieser Patientin wurden 
nach TT-Stimulation sowohl in der intrazellulären Färbung als auch im IFNγ-Sekretionsassay 
antigenspezifische Zellen detektiert. Auch hier konnte durch die Anreicherung nach dem 
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Sekretionsassay eine Population IFNγ-exprimierender antigenspezifischer Zellen sichtbar 
gemacht werden, deren Frequenz unterhalb der Sensitivitätsgrenze der Analyse antigenreaktiver 

































Abbildung 4-14: Vergleich der intrazellulären Zytokinfärbung mit dem IFNγ-Sekretionsassay mit nach-
folgender magnetischer Anreicherung nach sechsstündiger Stimulation mit den Antigenen MBP und TT bei 
einer MS-Patientin. Für die intrazelluläre Zytokinfärbung wurde 1 ml Vollblut je Ansatz stimuliert, für den 
Sekretionsassay 1,2x107 PBMC je Ansatz.  Dargestellt sind CD4+-Lymphozyten. Nach MBP-Stimulation konnten 
keine antigenspezifischen T-Helferzellen  nachgewiesen werden, während als Positivkontrolle TT-spezifische CD4+-
Zellen sowohl mit der intrazellulären Zytokinfärbung als auch mit dem IFNγ-Sekretionsassay und nachfolgender 
magnetischer Anreicherung nachgewiesen werden konnten. 
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4.7 Untersuchung von Liquorzellen 
In den bisher beschriebenen Versuchen wurden Zellen des peripheren Blutes von MS-Patienten 
und gesunden Probanden untersucht. Es stellte sich jedoch die Frage, ob Zellen, die für die 
Pathogenese der Multiplen Sklerose relevant sein können, nicht in viel höheren Frequenzen „am 
Ort des Geschehens“, d.h. im ZNS bzw. im das ZNS umgebenden Liquor cerebrospinalis, vor-
liegen. Im Folgenden wurden deshalb Zellen aus dem Liquor von MS-Patienten untersucht. 
 
Durch Lumbalpunktion wurden je 10 ml Liquor von MS-Patienten gewonnen, aus denen 
zwischen 1,1x104 und 1,5x105 Liquorzellen isoliert werden konnten. Zeitgleich wurden autologe 
PBMC isoliert und mit CFDA-SE fluoreszenzmarkiert. Die Liquorzellen wurden zu den PBMC 
zugegeben und mit MBP stimuliert. Als Positivkontrolle wurde ein Ansatz mit dem Superantigen 
SEB stimuliert, das T-Zellen polyklonal durch Quervernetzung von TCR und MHC-Molekülen 
stimuliert. Nach SEB-Stimulation ist eine Frequenz von etwa 1% aktivierten T-Helferzellen zu 
erwarten. Als Negativkontrolle wurde ein Ansatz ohne Antigen inkubiert, sowie PBMC ohne 
Zugabe von Liquorzellen stimuliert. Nach anschließender Fixierung und Permeabilisierung 
wurden die Oberflächenantigene CD4 und CD69 gefärbt, sowie intrazellulär das Zytokin IFNγ. 
Untersucht wurden drei Patienten und eine Kontrollperson mit einer anderen neurologischen 
Erkrankung. Tabelle 4-9 zeigt die klinischen Charakteristika. 
Tabelle 4-9: Klinische Charakteristika der untersuchten Patienten. 
 Patient 1 Patient 2 Patient 3 Kontrolle 1 
Geschlecht weiblich männlich weiblich weiblich 
Alter [Jahre] 37 26 28 35 
Schub zum Zeitpunkt der Blutentnahme nein ja ja - 
Erstmanifestation vor ... Jahren 3 Jahre 1 Woche 2 Wochen - 
Anzahl der Schübe 
in den letzten 2 Jahren 
2 1 1 - 
Expanded disability status scale (EDSS) 2,0 1,0 1,0 - 
Medikation keine keine keine keine 
 
Bei allen drei Patienten konnten nach SEB-Stimulation CD69+IFNγ+CD4+-Zellen nachgewiesen 
werden. Auffällig war eine durchschnittlich ca. vierfach erhöhte Frequenz an IFNγ-
exprimierenden CD4+-Zellen in Liquorzellen im Vergleich zu PBMC. Bei keinem der 
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untersuchten Patienten konnten nach Stimulation der Liquorzellen mit MBP IFNγ+CD69+CD4+-
Zellen nachgewiesen werden. 














Abbildung 4-15: Stimulation von Liquorzellen einer MS-Patientin mit den Antigenen SEB und MBP. Aus 
10 ml Liquor wurden Zellen isoliert und in Anwesenheit von autologen, CFDA-markierten PBMC sechs Stunden 
mit Antigen stimuliert, wobei nach zwei Stunden Brefeldin A zugegeben wurde. Anschließend wurden die Zellen 
fixiert, permeabilisiert und die Oberflächenmoleküle CD4 und CD69, sowie intrazellulär IFNγ gefärbt. Die hier 
gezeigten Punktdiagramme beschränken sich in der oberen Reihe auf CD4+ CFDA--Liquorzellen, in der unteren 
Reihe auf CD4+ CFDA+-Zellen des peripheren Blutes Nach Stimulation mit SEB exprimierten im Liquor 2,79% der 
CD4+-Zellen IFNγ, während nur 0,63% der CD4+-Zellen des peripheren Blutes das Zytokin exprimierten. Nach 
MBP-Stimulation konnten keine aktivierten IFNγ-exprimierenden CD4+-Zellen detektiert werden. 
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5 Diskussion 
Ziel der vorliegenden Arbeit war es, erstmals MBP-reaktive T-Helferzellen bei MS-Patienten 
und Gesunden direkt ex vivo nachzuweisen. Zellen des peripheren Blutes bzw. Liquorzellen 
wurden sechs Stunden in vitro durch Antigenzugabe stimuliert. Man macht sich dabei zunutze, 
dass von außen zugegebenes Antigen von antigenpräsentierenden Zellen (APC) des peripheren 
Blutes innerhalb weniger Stunden effektiv aufgenommen, prozessiert und als Peptidfragmente 
überwiegend in MHC-Klasse-II-Molekülen präsentiert wird. Die Antigenspezifität von 
T-Helferzellen wurde anhand reaktiver Zytokinexpression nachgewiesen. Es wurden zwei ver-
schiedene Methoden zum Nachweis von Zytokinexpression nach Antigenstimulation benutzt, die 
unterschiedliche Sensitivitäten aufwiesen. Die erste Methode, die intrazelluläre Zytokinfärbung, 
erfordert die Fixierung und Permeabilisierung der Zellen. Bei der zweiten Methode dagegen, 
dem IFNγ-Sekretionsassay, wird sezerniertes Zytokin mit Hilfe einer Fangmatrix auf der Zell-
oberfläche gebunden. Die Zellen müssen dafür nicht fixiert werden und können anschließend 
magnetisch angereichert werden. 
5.1 Optimierung der Analyse antigenreaktiver Zytokinexpression 
in fixierten Zellen mittels intrazellulärer Färbung 
Die Analyse antigenreaktiver Zytokinexpression in fixierten Zellen wurde als Methode zur 
Detektion antigenspezifischer T-Helferzellen in den letzten Jahren ausführlich etabliert. Waldrop 
et al. zeigten 1997 die Abhängigkeit der T-Zellaktivierung von der Peptidpräsentation in MHC-
Klasse-II-Molekülen, sowie die Zugehörigkeit der zytokinexprimierenden T-Zellen zum 
Gedächtnispool (CD45RO+). Die Korrelation der Ergebnisse der intrazellulären Zytokinfärbung 
mit der Seroreaktivität wurde 1998 von Suni et al. demonstriert. Nomura et al. untersuchten 2000 
die Kinetiken der Expression verschiedener Zytokine und bestätigten die optimale 
Stimulationszeit von sechs Stunden. Bisher wurden mit dieser Methode T-Helferzellen 
untersucht, die für virale Antigene (CMV) spezifisch sind. Die Frequenzen dieser Zellen beliefen 
sich auf 10-4 bis 10-3 in PBMC (Waldrop et al., 1997), während die zu erwartenden Frequenzen 
autoreaktiver Zellen mit ca. 10-4 bis 10-5 in PBMC weit geringer sind (Eming et al., 2000). Die 
entscheidende Frage ist also, ob mit der Analyse antigenreaktiver Zytokinexpression in fixierten 
Zellen nach sechsstündiger Antigenstimulation auch niederfrequente autoantigenspezifische 
Zellen nachweisbar sind. Es wurden zunächst einige ausgewählte Aspekte dieser Methode näher 
untersucht. 
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Die Stimulation von Vollblut ergab verglichen mit der Stimulation von PBMC höhere Frequen-
zen zytokinexprimierender Zellen. Dies steht in Einklang mit Ergebnissen von Waldrop et al. 
1997 und ist ein Hinweis dafür, dass die T-Zellstimulation durch viele im weitesten Sinne kosti-
mulatorische Signale reguliert und verstärkt wird, bei denen auch Serumbestandteile eine Rolle 
spielen könnten. Die erhöhte Zytokinexpression in der Negativkontrolle weist auf eine unspezi-
fische Stimulation während der PBMC-Aufarbeitung hin und ist ein weiteres Argument für die 
Verwendung von Vollblut. Dies unterstützt die Vorstellung, mit der Vollblutstimulation durch 
direkten ex vivo Nachweis antigenspezifischer Zellen möglichst nahe an den in vivo Verhält-
nissen zu bleiben und die in vitro Manipulationen so gering als möglich zu halten. 
 
Des weiteren wurden aus Mehrfachmessungen die Variabilitätskoeffizienten als Maß der „Intra 
Assay Variabilität“ bestimmt. Die Ergebnisse von 5 bis 8,5% weisen auf eine sehr gute Repro-
duzierbarkeit der Methode hin und stimmen ebenfalls mit den Literaturangaben (Waldrop et al., 
1997; Nomura et al. 2000) überein. 
 
In allen für diese Arbeit verwendeten Experimenten wurde eine Mindestzellzahl von 100 000 
CD4+-Zellen analysiert, wobei die durchschnittlich untersuchten Zahlen bei 200 000 CD4+-
Zellen lagen. Dies entspricht in etwa dem doppelten der in der Literatur (Waldrop et al., 1997; 
Nomura et al. 2000) angegebenen Mindestzellzahlen. Die Untersuchung einer hohen Anzahl von 
Zellen ist jedoch gerade bei den zu erwartenden sehr geringen Frequenzen autoreaktiver Zellen 
von großer Bedeutung. 
 
In einer Verlaufsanalyse wurden die Schwankungen der T-Zellantwort auf verschiedene Anti-
gene zu unterschiedlichen Zeitpunkten untersucht. Innerhalb von zwei Monaten wurden 
Abweichungen von bis zu 50% des Mittelwertes gemessen. Es zeigte sich die Tendenz, dass sich 
die Zytokinexpression als Antwort auf die beiden Antigene TT und CMV bei einem Spender zu 
den verschiedenen Zeitpunkten jeweils in die gleiche Richtung, d.h. zu höheren oder niedrigeren 
Frequenzen hin, veränderte. Dies lässt vermuten, dass an einem bestimmten Zeitpunkt eine indi-
viduelle Tendenz zu einer mehr oder weniger ausgeprägten Zytokinantwort besteht. Diese 
könnte auf Veränderungen der T-Zellen selbst oder anderer an der T-Zellaktivierung beteiligter 
Faktoren, wie zum Beispiel Makrophagen oder Serumkomponenten beruhen. Tageszeitliche 
Schwankungen können weitgehend ausgeschlossen werden, da die Blutabnahme in einem Zeit-
fenster von zwei Stunden erfolgte. 
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5.2 Der IFNγ-Sekretionsassay zum Nachweis lebender 
antigenspezifischer T-Helferzellen 
Der IFNγ-Sekretionsassay erlaubt es, reaktive IFNγ-Sekretion in lebenden Zellen nachzuweisen 
und diese Zellen anschließend anzureichern bzw. zu isolieren. Dies bringt zwei entscheidende 
Vorteile gegenüber der Analyse antigenreaktiver Zytokinexpression in fixierten Zellen mit sich: 
Zum einen kann durch die Anreicherung antigenspezifischer Zellen die Sensitivität der Methode 
erhöht werden. Zum anderen können autoantigenspezifische T-Helferzellen isoliert, weiter 
charakterisiert und durch in vitro Manipulation therapeutisch nutzbar gemacht werden. 
 
Die Detektion niederfrequenter Zellen bedarf der Untersuchung einer großen Zellzahl in der 
Ausgangslösung, um signifikante Populationen nachweisen zu können. Ohne Anreicherung ist 
der Grenzwert des untersuchten Materials ca. 1-2 ml Vollblut – für größere Zellmengen ist die 
durchflußzytometrische Analyse zu aufwendig. Durch die Anreicherung ist es möglich, größere 
Zellzahlen im Ausgangsmaterial zu untersuchen, da nur ein kleiner Teil der zu Beginn des Expe-
rimentes vorhandenen Zellen durchflußzytometrisch analysiert wird. Mit Hilfe des IFNγ-
Sekretionsassays konnten je Ansatz ca. 10-20 ml Blut untersucht werden. Der limitierende Fak-
tor war hier die Verfügbarkeit relativ großer Mengen Blut von Patienten, die ohnehin durch 
häufige Blutabnahmen belastet sind. 
 
Brosterhus et al. beschrieben 1999 die gute Reproduzierbarkeit und Spezifität dieser Methode. In 
dieser Arbeit wurde die optimale Stimulationszeit untersucht. Nach sechs Stunden wiesen IFNγ-
sezernierende CD4+-Zellen eine maximale Fluoreszenz auf und bildeten eine klar abgrenzbare 
Population. Dagegen wurde nach zwölf Stunden eine höhere Frequenz zytokinbildender Zellen 
erreicht, wobei die Population dieser Zellen nicht mehr so gut abgrenzbar war. Die ebenfalls 
nach sechs Stunden ansteigende Frequenz CD69-exprimierender Zellen, die kein Zytokin expri-
mierten, spricht für eine unspezifische Stimulation von nicht-antigenspezifischen Zellen. Eine 
mögliche Erklärung dafür wäre ein verändertes Zytokinmilieu im Stimulationsansatz (Frentsch, 
DRFZ/AG Thiel, persönliche Mitteilung). Die hier gezeigte Kinetik der IFNγ-Sekretion nach 
Antigenstimulation stimmt im übrigen mit der von Nomura et al. durch intrazelluläre IFNγ-
Färbung ermittelten Kinetik überein (Nomura et al., 2000).  
 
Die Untersuchung des Zellverlustes während des Experimentes ergab, dass ca. 27% der 
ursprünglich vorhandenen Zellen in der Auswertung rückgewonnen wurden. Der Zellverlust lässt 
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sich durch die wiederholten Zentrifugationsschritte und Wechsel der Reaktionsgefäße erklären. 
Geht man davon aus, dass bei jedem Zentrifugationsschritt 10 bis 15% der Zellen verloren 
gehen, ist das Ergebnis plausibel. 
5.3 Sensitivität der verwendeten Methoden 
5.3.1 Theoretischer Hintergrund 
Die zu erwartenden Frequenzen autoreaktiver Zellen sind gering – sie bewegen sich in Höhe von 
ca. 10-4 bis 10-5 in PBMC (Eming et al., 2000). In der Durchflußzytometrie ist die Abgrenzung 
sehr kleiner Populationen von großen Populationen umso exakter möglich, je mehr Parameter 
zur Auftrennung verfügbar sind. In der eindimensionalen Darstellung eines Histogramms 
beispielsweise ist die Auftrennung gut möglich, solange die Merkmalsausprägungen „positiv“ 
und „negativ“ klar getrennt sind (Abb. 5-1 A) - bestehen dagegen fließende Übergänge, ist eine 
klare Abgrenzung nicht mehr möglich (Abb. 5-1 B). Stehen zwei Parameter zur Unterscheidung 
zweier Populationen zur Verfügung, ist die Auftrennung jedoch auch bei unscharfen Grenzen 
zwischen den Merkmalsausprägungen „positiv“ und „negativ“ möglich (Abb. 5-1 C bzw. D). 










Abbildung 5-1: Die Abgrenzung sehr kleiner Populationen ist umso besser möglich, je mehr Parameter zur 
Verfügung stehen. Sie ist davon abhängig, wie scharf die Merkmalsausprägungen "positiv" (dunkelgrau) und 
"negativ" (hellgrau) voneinander trennbar sind. Sind diese klar abgrenzbar, ist eine ein- (A) und auch eine zwei- (C) 
dimensionale Auftrennung möglich. Gibt es jedoch fließende Übergänge, läßt sich mit Hilfe von zwei Parametern 
eine kleine Population abgrenzen (D), die in der einparametrischen Auftrennung teilweise in der großen Population 
verschwindet (B). 
Um die zu detektierende Population der antigenspezifischen zytokinexprimierenden Zellen 
besser abgrenzen zu können, wurde zusätzlich zur Zytokinfärbung der Aktivierungsmarker 
CD69 auf der Zelloberfläche angefärbt. So wurde eine zweidimensionale Auftrennung erreicht. 
Beim Sekretionsassay stellt die anschließende magnetische Anreicherung sogar eine dritte 
Dimension zur Abgrenzung der kleinen antigenspezifischen Population von der großen nicht-
spezifischen Population dar. Dies ist der theoretische Hintergrund für eine Erhöhung der Sensiti-
vität, die auch experimentell mittels einer Verdünnungsreihe nachgewiesen wurde. 
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5.3.2 Bestimmung der Sensitivität mit Hilfe einer Verdünnungsreihe 
Die Sensitivität der Analyse antigenreaktiver Zytokinexpression in fixierten Zellen mittels 
intrazellulärer Färbung liegt bei ca. 1x10-4 in PBMC. 
Um mit Hilfe der intrazellulären Zytokinfärbung nach Antigenstimulation spezifische T-Helfer-
zellen nachweisen zu können, müssen diese von der unstimulierten Negativkontrolle abgrenzbar 
sein. Mehrfachmessungen dieser Negativkontrolle bei zwei verschiedenen gesunden Spendern 
zeigten sehr hohe Variabilitätskoeffizienten von fast 100%. Diese hohe relative Schwankung ist 
durch die Nähe der Messwerte zum Nullpunkt zu erklären. Die absolute Schwankung betrug bei 
wiederholt durchgeführten Messreihen jedoch immer weniger als 0,02% in CD4+-Zellen. Dieser 
Wert wurde deshalb als „Cut-off point“ definiert: Nur solche Proben wurden als Nachweis 
antigenspezifischer Zellen bewertet, bei denen die Frequenz zytokinexprimierender Zellen um 
mindestens 0,02% in CD4+-Zellen höher lag als in der Negativkontrolle. Bei einer Mindestzell-
zahl von 100 000 analysierten CD4+-Zellen besteht eine antigenspezifische Population somit aus 
mindestens 20 Zellen, die sich von 0 Zellen in der Negativkontrolle abheben. Mittels einer 
Verdünnungsreihe wurde schließlich für die Analyse antigenreaktiver Zytokinexpression in 
fixierten Zellen eine Sensitivität von 1x10-4 in PBMC bestimmt. 
Die Sensitivität des IFNγ-Sekretionsassays ist abhängig von der Frequenz IFNγ-exprimie-
render Zellen in der Negativkontrolle und beträgt ca. 2x10-5 in PBMC. 
Die Sensitivität des IFNγ-Sekretionsassays ist in erster Linie abhängig von der Frequenz 
IFNγ+CD69+CD4+-Zellen, die in der Negativkontrolle angereichert wurden und von denen sich 
eine antigenspezifische Population per definitionem durch einen Stimulationsindex größer drei 
abheben muss. Um unspezifische Stimulation in vitro weitestgehend auszuschließen, wurden alle 
Schritte des Experimentes vor der Sekretionsphase ohne Fremdproteine durchgeführt. 
Monozyten und tote Zellen werden bei der magnetischen Zellseparation unspezifisch 
angereichert. Deshalb wurden sie durch Anfärbung von CD14 bzw. Propidiumjodid (PI) aus der 
Analyse ausgegrenzt. Bei allen untersuchten Patienten und gesunden Probanden fanden sich in 
den Negativkontrollen Frequenzen IFNγ-sezernierender CD69+CD4+-Zellen von 4,49x10-7 bis 
8,32x10-6 in PBMC mit einem arithmetischen Mittelwert von 4,82x10-6. In diese Frequenzen ist 
die Rückgewinnungsrate von 27% bereits eingerechnet, sie stehen im Einklang mit Angaben von 
Brosterhus et al., 1999. Die durch die Verdünnungsreihe ermittelte Sensitivität von ca. 2x10-5 
entspricht ungefähr dem dreifachen der mittleren Hintergrundaktivierung – d.h. der per 
definitionem geringsten Frequenz, die gerade detektierbar ist. Da sie von der jeweiligen 
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Zytokinsekretion der unstimulierten Negativkontrolle abhängt, ist diese Sensitivität spender-
abhängig. Eine variierende Zytokin- und CD69-Expression unstimulierter Zellen wurde im 
übrigen auch bei Verwendung der intrazellulären Zytokinfärbung gefunden (Suni et al., 1998). 
 
Der Nachweis sehr seltener Zellen mit Hilfe der magnetischen Zellseparation wurde bereits in 
einem anderen Kontext eingesetzt: zur Detektion von Tumorzellen im peripheren Blut von 
Krebspatienten (Martin et al., 1998). In diesem Zusammenhang gab es keine falsch positiven 
Ereignisse, d.h. Zellen, die das gesuchte Antigen exprimierten, aber keine Krebszellen waren. 
Die Sensitivität betrug für diese Methode 1x10-6 bis 1x10-8. Dies ist ein weiterer Hinweis dafür, 
dass die Sensitivität des IFNγ-Sekretionsassays nicht durch die Technik der magnetischen 
Anreicherung limitiert ist, sondern tatsächlich durch die IFNγ-Sekretion von CD4+-Zellen in der 
Negativkontrolle begrenzt wird. 
5.4 Das Autoantigen MBP kann von APC des peripheren Blutes 
aufgenommen, prozessiert und präsentiert werden. 
Bei der in vitro Stimulation von T-Helferzellen macht man sich zunutze, dass von außen zugege-
benes Antigen von antigenpräsentierenden Zellen des peripheren Blutes aufgenommen, 
prozessiert und in MHC-Klasse-II-Molekülen präsentiert wird. Ob dies auch für das Autoantigen 
MBP zutrifft, sollte hier untersucht werden. 
 
Es wurde zunächst gezeigt, dass ausschließlich Monozyten, die Makrophagen des peripheren 
Blutes, nach zwei Stunden Inkubation mit FITC-markiertem MBP eine erhöhte Fluoreszenz 
aufwiesen. Dies zeigt die Aufnahme von MBP durch Monozyten. Im weiteren Verlauf wurde 
auch die Prozessierung und Präsentation von MBP durch APC des peripheren Blutes gezeigt: 
Zellen einer MBP-spezifischen CD4+-Zelllinie einer gesunden Spenderin wurden mit MBP 
restimuliert. Als antigenpräsentierende Zellen wurden autologe fluoreszenzmarkierte PBMC 
zugegeben und nach sechsstündiger Inkubation wurden die Zellen fixiert und permeabilisiert. 
Reaktive IFNγ-Sekretion der MBP-spezifischen Zellen wurde mittels intrazellulärer Zytokin-
färbung nachgewiesen. Nur nach Inkubation der T-Zelllinie in Gegenwart von sowohl PBMC als 
auch dem Antigen exprimierten MBP-spezifische Zellen IFNγ. Dies zeigt, dass MBP von Zellen 
des peripheren Blutes aufgenommen und präsentiert wird und dieser Stimulus ausreicht, um 
innerhalb von sechs Stunden die Expression von IFNγ in einer T-Zelllinie zu induzieren. 
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5.5 Analyse IFNγ- und TNFα-exprimierender T-Helferzellen nach 
Stimulation mit einem Impf- und einem viralen Kontrollantigen 
Es wurden Vollblutproben von insgesamt 34 MS-Patienten und 25 gesunden Kontrollpersonen 
mittels der intrazellulären Zytokinfärbung auf das Vorhandensein antigenspezifischer Th1-Zellen 
untersucht. Nach Stimulation mit Tetanus Toxoid (TT) bzw. Cytomegalie Virus Antigen (CMV) 
wurde die reaktive Expression von IFNγ bzw. TNFα in T-Helferzellen nachgewiesen. TT und 
CMV sind sogenannte „Recall-Antigene“, d.h. Antigene, die mit hoher Wahrscheinlichkeit das 
Immunsystem der untersuchten Probanden mehrmals stimuliert haben. Man kann also davon 
ausgehen, dass bei einem großen Teil der untersuchten Personen T-Gedächtniszellen gegen diese 
Antigene vorliegen. Deshalb wurden sie in dieser Arbeit als Kontrollantigene eingesetzt, um die 
Fähigkeit der reaktiven Zytokinexpression von T-Helferzellen des peripheren Blutes zwischen 
MS-Patienten und Gesunden zu vergleichen. 
5.5.1 Die T-Helferzellantwort auf die Antigene TT und CMV unterscheidet 
sich nicht zwischen MS-Patienten und Gesunden. 
Sowohl der prozentuale Anteil der Personen, bei denen antigenspezifische Zellen nachweisbar 
waren, als auch die Frequenzen antigenspezifischer T-Helferzellen wiesen keinerlei statistisch 
signifikante Unterschiede zwischen den untersuchten Patienten und Gesunden auf. TT-reaktive 
T-Helferzellen zeigten 96% der gesunden Spender und 82% der MS-Patienten. Diese Differenz 
war statistisch nicht signifikant. Der hohe prozentuale Anteil der Probanden, bei denen TT-spezi-
fische Zellen nachgewiesen werden konnten, ist in Anbetracht der empfohlenen Schutzimpfung 
nicht erstaunlich. Die detektierten Frequenzen TT-spezifischer CD4+-Zellen stehen in Einklang 
mit Frequenzangaben aus der Literatur, die durch den Nachweis reaktiver IFNγ-Expression in 
einem Enzym-Immunoassay (ELISPOT-Assay) ermittelt wurden (Helms et al., 2000). Auch die 
Antwort auf Stimulation mit CMV zeigte keine statistischen Unterschiede: Bei 52% der MS-
Patienten und 46% der Gesunden konnten CMV-spezifische CD4+-Zellen nachgewiesen werden. 
Dies entspricht Literaturangaben der CMV-Durchseuchungsrate (Brooks et al., 2001). Die 
ermittelten Frequenzen CMV-spezifischer T-Helferzellen konnten die Ergebnisse einer anderen 
Arbeitsgruppe (Waldrop et al., 1997) bestätigen. 
5.5.2 Klinische Untergruppen der MS-Patienten weisen tendenzielle 
Unterschiede in der antigenspezifischen T-Helferzellantwort auf. 
Bei Patienten mit chronischen MS-Formen (SPMS, n=3 bzw. PPMS, n=2) wurden geringere 
Frequenzen TT-reaktiver T-Helferzellen nachgewiesen als bei RRMS-Patienten bzw. Gesunden. 
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Wegen der geringen Fallzahlen muss dieses Ergebnis mit Vorsicht bewertet werden. Auffällig ist 
außerdem, dass die Patienten mit SPMS bzw. PPMS durchschnittlich 10 bis 13 Jahre älter waren 
als die RRMS-Patienten bzw. Gesunden. Somit ist denkbar, dass dieser Altersunterschied 
hinsichtlich der Impfungsrate eine Rolle spielt. Des weiteren ist es möglich, dass Befürchtungen 
impfassoziierter Exazerbationen dazu führen, dass bei MS-Patienten Impfungen weniger häufig 
durchgeführt wurden, obwohl dies nicht den aktuellen Therapieempfehlungen entspricht (Zipp et 
al., 2001). 
 
MS-Patienten mit immunsuppressiver Therapie (n=5) zeigten eine statistisch signifikante 
Verminderung der Frequenz TT-spezifischer T-Helferzellen gegenüber Gesunden. Die Frequenz 
CMV-spezifischer Zellen unterschied sich hingegen nicht. Aufgrund der geringen Fallzahl ist es 
schwierig, Aussagen über mögliche kausale Zusammenhänge zu machen. Es ist jedoch auch hier 
auffällig, dass drei von fünf immunsupprimierten Patienten chronisch progrediente Verlaufs-
formen aufwiesen und durchschnittlich älter waren als Gesunde bzw. MS-Patienten mit anderen 
Medikationen. Es wäre also denkbar, dass die geringere TT-Antwort ein Epiphänomen darstellt 
und der eigentliche Grund dafür die niedrigere Impfungsrate der immunsupprimierten Patienten 
ist. Dies erscheint insbesondere plausibel, da sich die CMV-spezifische T-Helferzellantwort 
nicht von der bei Gesunden unterscheidet. 
 
MS-Patienten im Schub zeigten eine statistische Tendenz zu erhöhten Frequenzen CMV-
spezifischer T-Helferzellen im Vergleich zu Patienten in klinischer Remission. Obwohl 
verschiedene virale Erkrankungen als Kofaktoren oder Auslöser für MS-Schübe diskutiert 
werden (Sibley et al., 1985), konnte bisher kein Zusammenhang zwischen der CMV-
Seroreaktivität und der Krankheitsaktivität MS-Kranker nachgewiesen werden (Simmons, 2001; 
Myhr et al., 1998). 
5.6 MBP-spezifische Th1-Zellen lassen sich im peripheren Blut 
nicht oder nur in sehr geringen Frequenzen nachweisen. 
Bei keiner der untersuchten Blutproben von 33 MS-Patienten und 25 gesunden Kontrollpersonen 
waren mittels der Analyse antigenreaktiver Zytokinexpression in fixierten Zellen MBP-
spezifische Zellen nachweisbar. Eine mögliche Erklärung dafür ist eine unzureichende 
Sensitivität der Methode. Dies würde bedeuten, dass MBP-spezifische T-Helferzellen in einer 
geringeren Frequenz als 1x10-4 im peripheren Blut vorliegen. Im weiteren Verlauf wurde Blut 
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von acht MS-Patienten mit dem sensitiveren IFNγ-Sekretionsassay auf MBP-spezifische Zellen 
untersucht, parallel wurden intrazelluläre Zytokinfärbungen durchgeführt. Als Positivkontrolle 
wurde bei denjenigen Patienten, bei denen aus früheren Analysen antigenreaktiver Zytokin-
expression in fixierten Zellen das Vorhandensein TT-reaktiver Zellen bekannt war, eine Probe 
mit TT stimuliert. Die Frequenzen TT-reaktiver CD4+-Zellen der intrazellulären IFNγ-Färbungen 
stimmten mit den nach dem IFNγ-Sekretionsassay rückgerechneten Frequenzen überein, was die 
Korrelation der Ergebnisse der beiden Methoden verdeutlicht. Bei einer Patientin konnten mit 
dem IFNγ-Sekretionsassay MBP-spezifische Zellen gezeigt werden. Der Stimulationsindex 
betrug 4,35 und die rückgerechnete Frequenz der MBP-spezifischen CD4+-Zellen in PBMC lag 
mit 2,15x10-5 nahe an der Sensitivitätsgrenze. Bei den anderen untersuchten Patienten waren 
keine MBP-spezifischen Zellen nachweisbar. 
 
Es ist wahrscheinlich, dass die Frequenzen autoreaktiver Zellen interindividuell eine ebenso 
hohe Schwankungsbreite zeigen wie die Frequenzen TT- oder CMV-spezifischer Zellen. Es ist 
dann denkbar, dass die Frequenzen bei den meisten Patienten unterhalb der Sensitivitätsgrenze 
der Analyse antigenreaktiver Zytokinexpression in fixierten Zellen und auch des IFNγ-
Sekretionsassays liegen, während bei einigen Patienten, so bei der hier gezeigten Patientin, 
MBP-spezifische Zellen in höheren Frequenzen vorliegen und damit nachweisbar sind. 
 
Bisherige Literaturangaben über die Frequenzen MBP-spezifischer CD4+-Zellen beziehen sich 
vorwiegend auf die Berechnung von Vorläuferfrequenzen aus Limiting Dilution Assays (LDA), 
d.h. einer Methode, die Proliferation als antigenspezifische T-Zellantwort nachweist (Lodge et 
al., 1996; Lovett-Racke et al., 1998; Muraro et al., 2000; Tejada-Simon et al., 2000). Die so 
ermittelten Häufigkeiten sind sehr unterschiedlich, durchschnittlich belaufen sie sich auf Werte 
im Bereich 10-7 bis 10-5. Daneben gibt es Frequenzberechnungen aus Enzym-Immunoassays 
(ELISPOT-Assays), die Antigenspezifität anhand reaktiver Zytokinsekretion nach 20 bis 48 
Stunden nachwiesen (Söderström et al., 1994; McCutcheon et al., 1997; Hellings et al., 2001). 
Diese Untersuchungen kamen zu Ergebnissen im Bereich 3 bis 9,5x10-5. Die einzige ex vivo 
Detektion MBP-spezifischer T-Zellen erfolgte indirekt über den Nachweis TCR-kodierender 
mRNA und zeigte Frequenzen von 4x10-4 bis 3x10-3 (Bieganowska et al., 1997). Es wurde 
mRNA nachgewiesen, die bestimmte TCRα- und TCRβ-Ketten kodierte, die zuvor bei MBP-
spezifischen T-Zellklonen derselben Patienten gefunden worden waren. Diese Frequenzen sind 
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jedoch nicht repräsentativ, da nur zwei MS-Patienten untersucht wurden, die aufgrund einer 
hohen Frequenz MBP-reaktiver Zellen im LDA vorselektiert worden waren. 
 
Verschiedene Methoden weisen oft sehr unterschiedliche Frequenzen antigenspezifischer Zellen 
nach. Es ist mehrfach gezeigt worden, dass Methoden, die auf der Proliferation antigenspezi-
fischer Zellen beruhen, geringere Frequenzen spezifischer Zellen aufzeigen als der direkte ex 
vivo Nachweis dieser Zellen (Kuzushima et al., 1999; Tan et al., 1999). Eine plausible Erklärung 
dafür ist der programmierte Zelltod (Apoptose), der auch in reifen T-Zellen durch Stimulation 
induziert werden kann (Wesselborg et al., 1993; Russell, 1995). Dieser Mechanismus wurde 
auch an MBP-spezifischen T-Zelllinien von MS-Patienten und Gesunden gezeigt (Pelfrey et al., 
1995). Das Ergebnis des direkten ex vivo Nachweises antigenspezifischer T-Zellen wird von 
apoptotischem Zelltod nicht beeinflusst.  
 
Es wäre möglich, dass sich autoreaktive T-Zellen des peripheren Blutes in einem anergen 
Zustand befinden, der eine Induktion der Zytokinexpression nicht zulässt. Diese MBP-
spezifischen Zellen ließen sich mit der Tetramerfärbung nachweisen. Diese wäre allerdings in 
Anbetracht der Vielfalt der in Frage kommenden HLA-Typen sowie mehrerer immundominanter 
Peptide äußerst aufwendig. Die MHC-Klasse-II-Tetramerfärbung ist noch in Entwicklung und 
kann noch nicht standardmäßig für solche Untersuchungen eingesetzt werden. 
5.7 Auch im Liquor von MS-Patienten sind keine MBP-spezifischen 
Th1-Zellen nachweisbar. 
Frühere Publikationen haben gezeigt, dass die Frequenz myelinspezifischer T-Helferzellen im 
Liquor von MS-Patienten ca. 100fach höher ist als im peripheren Blut (Olsson et al. (2), 1990; 
Söderström et al., 1994). Dies gilt neben MBP auch für andere Myelinantigene und erscheint 
plausibel – ist doch das ZNS der Ort des Geschehens dieser neurologischen Erkrankung. Liquor-
untersuchungen spielen in der Erstdiagnostik der MS zum Nachweis intrathekaler IgG-Synthese 
eine entscheidende Rolle, im weiteren Verlauf der Erkrankung haben sie jedoch keine Bedeutung 
mehr. Bei Patienten, deren Liquorproben untersucht werden können, handelt es sich also 
vornehmlich um Patienten mit kurzer Krankheitsdauer. Diese zeitliche Nähe zum 
Krankheitsausbruch macht es wahrscheinlich, die pathogenetisch verantwortlichen Faktoren 
tatsächlich nachweisen zu können. Des weiteren nehmen die meisten der Patienten in diesem 
Stadium noch keine Medikamente, was die Aussagekraft immunologischer Experimente erhöht. 
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Für diese Arbeit konnten nur drei MS-Patienten untersucht werden. Dementsprechend können 
aus den Ergebnissen keine definitiven Aussagen geschlossen werden. Sie können nur Hinweise 
dafür geben, ob und wie weitere Untersuchungen sinnvoll erscheinen. Bei keinem der drei MS-
Patienten wurden IFNγ-exprimierende Zellen nach MBP-Stimulation detektiert. Dies könnte 
bedeuten, dass die Zellen in einer Frequenz vorliegen, die unterhalb der Nachweisgrenze der 
verwendeten Methode liegt. Die bei der MS nur mäßig erhöhte Zellzahl im Liquor und die nur 
sehr begrenzte Verfügbarkeit des Liquors führt dazu, dass insgesamt nur geringe Zellzahlen zur 
Untersuchung erhältlich sind. Pro Ansatz konnten zwischen 3,7x103 und 5x104 CD4+-Zellen 
untersucht werden. Definiert man auch hier eine Zellzahl von 20 als Mindestgröße einer 
Population und geht von einer Rückgewinnungsrate von ca. 50% (Hochrechnung aus je 90% 
Rückgewinnungsrate bei insgesamt sechs Zentrigugationsschritten) aus, so läge die 
Detektionsgrenze bei 1x10-2 bis 8x10-4. Bei einer anderen organspezifischen 
Autoimmunerkrankung, der Reaktiven Arthritis, wurden in der Synovialflüssigkeit betroffener 
Gelenke mittels Analyse antigenreaktiver Zytokinexpression in fixierten Zellen 
bakterienspezifische T-Helferzellen in Frequenzen von ca. 1-2% in CD4+-Zellen nachgewiesen. 
Auch bei dieser Erkrankung fanden sich im betroffenen Organ, dem Gelenk, bis zu 30% höhere 
Frequenzen antigenspezifischer Zellen im Vergleich zu peripherem Blut (Thiel et al., 2000). 
Lägen bei der MS ähnliche Frequenzen autoantigenspezifischer CD4+-Zellen im Liquor vor, so 
wären sie mit der hier beschriebenen Methode nachweisbar. Es bleibt allerdings zu betonen, dass 
der Liquor selbst nicht das betroffene Organ darstellt, sondern das ZNS nur umgibt und es somit 
möglich wäre, dass pathogenetisch relevante Zellen nur im ZNS selbst in höheren Frequenzen zu 
finden sind. Nach SEB-Stimulation konnten bei allen Patienten Populationen IFNγ-
exprimierender Zellen nachgewiesen werden. Dies bedeutet, dass Liquorzellen, vergleichbar mit 
Zellen des peripheren Blutes, durch in vitro Kurzzeitstimulation zur Zytokinexpression 
aktivierbar sind – zumindest durch ein bakterielles Superantigen, das T-Zellen polyklonal durch 
Quervernetzung von TCR und MHC-Molekülen aktiviert. Es ist jedoch nicht bewiesen, dass 
diese Stimulation auch via Erkennung von Peptiden in Assoziation mit MHC-Molekülen 
möglich ist. Hierzu müssten zytokinexprimierende Liquorzellen nach Zugabe eines 
konventionellen Antigens, dessen Peptide in MHC-Molekülen präsentiert werden, nachgewiesen 
werden. Die auffällig höheren Frequenzen SEB-reaktiver CD4+-Zellen im Liquor im Vergleich 
zu PBMC lassen sich durch das selektive Übertreten der Blut-Hirn-Schranke durch aktivierte 
Lymphozyten und die dadurch unterschiedliche Zusammensetzung der Lymphozytenpopulation 
in Liquor und peripherem Blut erklären: Der prozentuale Anteil der Gedächtniszellen an CD4+-
Diskussion  73 
Zellen ist im Liquor sowohl bei MS-Patienten als auch bei Gesunden mit ca. 90% fast doppelt so 
hoch wie im peripheren Blut (Vrethem et al., 1998). 
 
Um wirkliche Aussagen über das Vorhandensein bzw. die Frequenz MBP-spezifischer T-Helfer-
zellen im Liquor von MS-Patienten machen zu können, ist es nötig, eine größere Anzahl von 
Liquorproben zu untersuchen. 
5.8 Ausblick 
Die Pathogenese der MS ist trotz intensiver Forschung ungeklärt. Neben der in Frage 
kommenden Myelinantigene gibt es eine Vielzahl anderer im ZNS MS-Kranker exprimierter 
Moleküle, die als Autoantigene in Frage kommen. Die ausgeprägte interindividuelle Hetero-
genität histopathologischer und auch klinischer Merkmale der Erkrankung deuten auf eventuell 
verschiedenartige zugrunde liegende Pathomechanismen hin. So wäre es möglich, dass für ein 
bestimmtes Autoantigen spezifische Zellen nur zu einem gewissen Zeitpunkt der Krankheits-
entwicklung eine Rolle spielen. Es konnte zum Beispiel der histopathologische Nachweis 
autoreaktiver Zellen gegen verschiedene Antigene mit dem Alter der MS-Läsionen korreliert 
werden (Lucchinetti CF et al., 1996). In den letzten Jahren haben sich neue Möglichkeiten zur 
direkten ex vivo Detektion niederfrequenter antigenspezifischer Zellen entwickelt. Ein möglicher 
Ansatz, unbefangen neue Technologien einzusetzen, wäre der Versuch der Detektion auto-
reaktiver T-Zellen ohne Vorselektion der in Frage kommenden Autoantigene. Es erscheint 
sinnvoll, sich nicht auf die in der Literatur bekannten potentiellen Autoantigene zu beschränken, 
sondern mit neuen Methoden noch einmal einen Schritt weiter vorn zu beginnen: bei der Stimu-
lation von T-Zellen aus peripherem Blut bzw. Liquor cerebrospinalis mit humanem ZNS-
Homogenat oder Homogenat aus MS-Läsionen. 
 
Die hier verwendeten Methoden zeichnen sich durch eine einfache Durchführung, gute Reprodu-
zierbarkeit und Spezifität aus. Sie haben eine Sensitivität von bis zu 2x10-5 in PBMC gezeigt. 
Die klinische Bedeutung der Detektion MBP-spezifischer T-Helferzellen bei MS-Patienten liegt 
in der möglichen Anwendung in Diagnostik und Therapie: Seit langer Zeit wird nach einem 
Marker der Krankheitsaktivität gesucht, der gesundheitsökonomischen Ansprüchen genügt - das 
heißt, der zuverlässig, einfach und nicht zu kostenaufwendig bestimmbar ist. Daneben bietet die 
Isolierung MBP-spezifischer T-Helferzellen und deren in vitro Manipulation die Möglichkeit zur 
antigenspezifischen Therapie. So kann die Impfung mit autologen bestrahlten MBP-reaktiven T-
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Zellen zur selektiven Eliminierung dieser spezifischen Population im peripheren Blut führen 
(Zhang et al., 2002). Als Wirkmechanismus dieser sogenannten T-Zell-Vakzination wird eine 
Erkennung spezifischer TCR-Sequenzen durch zytotoxische CD8+-Zellen angenommen. Ein 
anderer therapeutischer Ansatz stützt sich auf die Hypothese, dass ein Ungleichgewicht zwischen 
Th1- und Th2-Zellen zur Entstehung der MS führt (vgl. Kap.1.1.3). Nach der Isolierung patho-
genetisch verantwortlicher, autoreaktiver Th1-Zellen könnte man in vitro deren Zytokinprofil 
modulieren und die Expression antiinflammatorischer bzw. regulatorischer Zytokine induzieren. 
Nach adoptivem Zelltransfer könnten sie dann durch ihre Antigenspezifität direkt am Ort des 
Geschehens protektiv wirken. 
Auf der Suche nach einem Marker der Krankheitsaktivität scheinen die hier verwendeten 
Methoden zunächst nicht geeignet, da die Frequenz MBP-spezifischer T-Helferzellen bei den 
meisten geringer als 2x10-5 in PBMC zu sein scheint. Es ist jedoch möglich, dass für ein anderes 
Autoantigen spezifische T-Zellen in höheren Frequenzen vorliegen. Es bliebe dann weiterhin zu 
klären, ob die Frequenz solcher Zellen mit der Krankheitsaktivität korreliert oder ob ein anderes 
Merkmal dieser Zellen erfasst werden kann, das den Verlauf der Erkrankung widerspiegelt. 
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6 Zusammenfassung 
Die Multiple Sklerose ist eine entzündliche Entmarkungserkrankung des Zentralnervensystems 
und wird zu den T-zellvermittelten Autoimmunerkrankungen gezählt. Als Autoantigene werden 
sowohl Myelinkomponenten wie Myelin Basic Protein (MBP), aber auch Nicht-Myelinantigene 
wie zum Beispiel Hitzeschockproteine diskutiert. 
 
In dieser Arbeit wurden Methoden zum direkten Nachweis autoreaktiver proinflammatorischer 
T-Helferzellen etabliert. Während bisher zum Nachweis autoantigenspezifischer T-Zellen deren 
Kultur über Tage bis Monate unumgänglich war, wurden hier MBP-reaktive T-Zellen anhand der 
Sekretion der proinflammatorischen Zytokine Interferon γ und Tumor Nekrose Faktor α nach 
Kurzzeitstimulation direkt ex vivo nachgewiesen. Zunächst wurde die Analyse antigenreaktiver 
Zytokinexpression in fixierten Zellen optimiert, die eine Sensitivität von 1x10-4 in PBMC zeigte. 
Die T-Helferzellantwort in peripherem Blut von 34 untersuchten MS-Patienten auf ein Impf- und 
ein virales Kontrollantigen unterschied sich nicht wesentlich von der gesunder Kontrollpersonen 
(n=25). Es konnten bei keiner der untersuchten Personen MBP-reaktive T-Helferzellen detektiert 
werden. Anschließend wurde reaktiv sezerniertes Zytokin extrazellulär gebunden und so auf der 
Oberfläche lebender antigenspezifischer Zellen nachgewiesen. Die Sensitivität dieser Methode 
konnte durch einen anschließenden magnetischen Anreicherungsschritt auf 2x10-5 erhöht 
werden. Bei einem von acht MS-Patienten wurde so eine Population MBP-spezifischer Zellen 
mit einer Ausgangsfrequenz von 2,15x10-5 nachgewiesen. Im Liquor von drei MS-Patienten 
ließen sich keine MBP-reaktiven Th1-Zellen detektieren – für eine aussagekräftige Bilanz sind 
jedoch höhere Fallzahlen notwendig. Der in dieser Arbeit etablierte Versuchsaufbau wird zur 
Analyse weiterer Liquorproben bereits verwendet. 
 
Diese Ergebnisse implizieren, dass die Frequenz MBP-spezifischer Zellen im peripheren Blut 
von MS-Patienten und gesunden Probanden sehr gering ist und sich bei den meisten Patienten in 
einem Bereich kleiner als 2x10-5 in PBMC bewegt. Es wäre jedoch auch denkbar, dass höher-
frequente Zellen sich in einem anergen Zustand befinden und nicht durch eine 
Kurzzeitstimulation zur Zytokinexpression stimulierbar sind. 
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